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Zur Fluoreszenzbeobachtung bei den Porphyrinen. 
Von 
Assistent Dr. med. Hedwig Langecker. 
(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Prager Universitit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1921.) 








Von klinischer Seite wurde wiederholt die Untersuchung 
von porphyrinarmen Harnen gewiinscht. Da in diesen Fallen 
der spektroskopische Nachweis stets gréfiere Harnmengen er- 
fordert, lag es nahe, nach einem andern Weg des Nachweises 
zu suchen. Auf Wunsch von Professor Zeynek habe ich fest- 
zustellen versucht, ob sich die Fluoreszenz zum Nachweis der 
Porphyrine im Harn und im Serum verwerten lift. 

Hoppe-Seyler’) sagt in seiner Arbeit iiber das Phyllo- 
porphyrin: Auch in ihrem fluoreszierenden Licht, das ich friiher 
beim Haematoporphyrin auBeracht gelassen hatte, zeigt sich 
grofBe Ahnlichkeit. Im allgemeinen wird diese das Haemato- 
porphyrin vor allen iibrigen Blutfarbstoffderivaten auszeichnende 
Kigenschaft der Fluoreszenz in der Literatur fast nicht erwihnt. 
Erst Hausmann®)hebt sie gelegentlich seiner Untersuchung iiber 
die sensibilisierende Wirkung des Haematoporphyrins hervor. 
Ebenso gibt H. Fischer’), der in seinen Untersuchungen klar- 
gelegt hat, daf das im Harn vorkommende Porphyrin bei den 
Fallen von Porphyrinuria congenita nicht mit Haematoporphyrin 
zu identifizieren sein, fiir Uro- und Kotporphyrin, sowie seine 
Methylester und deren Zinksalze eine tiefrote Fluoreszenz an. 





‘) Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 4, 8S. 193; Marchlewski, Med.- 
chem. Unters., Berlin 1871—1876. 

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 276. 

5) Zeitschr. f. phys. Chem, Bd. 95, 8S. 34; Bd. 96, S. 148; Bd. 97, 8. 109: 
Bd. 98, S. 14, 79. — Neuere Bestitigungen: Zeitschr. f. phys. Chem.: 
Ellinger Bd. 98, S. 1; Abderhalden Bd. 106, S. 178. — Loeffler, 
Biochem. Zeitschr. Bd. 98, S. 105. 
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R. Heller’) benutzt die Eigenschaft der Fluoreszenz des Hae- 
maporphyrins zum Blutnachweis in der gerichtlichen Medizin. 
Er hebt am Schlusse seiner Arbeit hervor, dafi die Verwertung 
der Fluoreszenzmethode als diagnostisches Hilfsmittel bei Intoxi- 
kationen in Betracht zu ziehen wire, die mit der Ausscheidung 
von Haematoporphyrin durch den Harn einhergehen. 

Es wurden zunichst Lésungen von salzsaurem Haemato- 
porphyrin in salzsaurem Alkohol, dargestellt nach Nencki und 
Sieber’), auf ihre Fluoreszenz gepriift. Als Lichtquelle diente 
eine Bogenlampe mit EKisendochtkohlen, die ein an ultravioletten 
Strahlen besonders reiches Licht liefert und sich daher zur Er- 
regung der Fluoreszenz sehr eignet. Die Fluoreszenz ist in 
konzentrierten Lésungen weniger gut zu beobachten, nimmt 
dann mit der Verdiinnung zu, um schlieflich allmahlich wieder 
zu verschwinden. Wiahrend man die Absorptionsstreifen nur 
noch in Lésungen, die 1,10—>° molar sind — die Lésungen sind 
bereits farblos —, beobachten kann, jenseits dieser Grenze 
versagt die spektroskopische Untersuchung auch in 60 mm 
dicker Schicht, lief} sich die Fluoreszenz auch noch in Lésungen 
von 5,10-® molar beobachten. 

Auch die verschiedenen Metallsalze des Haematoporphyrins 
wurden nach den Angaben von Millroy’) dargestellt. Es 
ergab sich, daf der Farbstoff selbst in wiafrigen Lésungen 
deutliche Fluoreszenz zeigt, die in alkoholischer, besonders 
aber in amylalkoholischer Lésung deutlicher wahrnehmbar wird. 
Von den Metallsalzen wurde in ammoniakalischer Lésung das 
Kupfersalz mit Kupferchlorid, das Bleisalz mit Bleihydroxyd, 
das Cadmiumsalz mit Cadmiumchlorid und das Zinksalz mit 
Zinkacetat gewonnen. Das Zinn-, Kobalt- und Nickelsalz wurde 
mit den Acetaten in essigsaurer Lésung gewonnen. In wiifi- 
riger, ammoniakalischer und essigsaurer Lisung zeigte nur das 
Zinksalz eine Spur von Fluoreszenz, in alkoholischer Lésung 
auch das Cadmiumsalz, ebenso das Kupfersalz eine schwach 





) Viertelj. f. gerichtl. Med. u. dffentl, Sanititsr. II. Folge, Bd. 51, H. 2. 
2) Arch. f. exp. Path. u. Pharm, Bd. 24,8, 432. — Kiister, Zeitschr. 
f. phys. Chem. Bd. 86, S. 60. 


3) Biochem, Journ. Bd. 12, 8.318, zit. nach dem Zentralbl. 1919, I, 8. 856. 
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violette Fluoreszenz. In amylalkoholischer Liésung zeigte das 
Zinn- und das Zinksalz eine deutliche rote Fluoreszenz, das 
Kupfersalz eine violette, das Bleisalz eine griine und das Cad- 
miumsalz eine rote Fluoreszenz. Die Fluoreszenz der Metall- 
salze war stets geringer als die des Farbstoffes. 

Um im Harn Porphyrine mit Fluoreszenz nachzuweisen, 
mubte ausgeschlossen werden, daf} die iibrigen Harnfarbstoffe 
den Befund stéren. Vom Urochrom’) wird angegeben, dafi es 
nicht fluoresziert, auch nicht nach Zusatz von Zinksalzen. 
Ebenso zeigen Uroerythrinlésungen nach Garrod?) keine Fluo- 
reszenz, auch nicht nach Zusatz von Zinksalzen. Urobilinlésungen 
fluoreszieren griin, besonders bei alkalischer Reaktion nach 
Zusatz von Zinksalzen; in sdurehaltigem Alkohol fluoreszieren 
die Lésungen nicht. Der Einwand, dafi eventuell vorhandenes 
oder durch die Behandlung entstandenes Cholecyanin die rote 
Fluoreszenz verursacht hitte, wird dadurch entkraftet, daf in 
keinem der beobachteten Fille, unter denen eine gréfere Zahl 
von Patienten mit Leberaffektionen herriihrte, Cholecyanin 
spektroskopisch beobachtet wurde. Nach der Angabe von 
Stokvis®) fluoreszieren nur neutrale oder ganz schwach saure 
und alkalische Lésungen des Cholecyanins. Die untersuchten 
Harnextrakte wurden aber in einem Gemisch von 8 Teilen 
Alkohol und 2 Teilen konzentrierter Salzsiure hergestellt. 

Die meisten Harne zeigen eine Fluoreszenz‘), bald mehr 
blaugriin, bald mehr gelb. Eine rote Fluoreszenz konnte ich 
auch in den Harnen, die sich besonders reich an Porphyrin 
erwiesen, nicht beobachten. Ebenso gab keiner der von mir 
untersuchten Harne ein Porphyrinspektrum. Ebenso beobachtete 
ich auf Zusatz von Kaliunpermanganat nie ein Nachdunkeln 
des Harns. Schumm gibt diese Reaktion als Nachweis fiir 
ein vorhandenes Chromogen an. 

Von den Methoden zum Nachweis des Porphyrins im Harn, 





1) Neuberg, Harnanalyse I, S. 881. 

*) Neubauer, Harnanalyse X, S. 588. 

5) Zentralbl. f. d. med. Wissensch. 1872, S, 484. 

*) Schlei8B v. Loewenfeld, Bayr. Intell.-Blatt S. 45. — Jaffee, 
Virch.-Arch. Bd. 47, S. 421. 
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die sich in Hupperts Harnanalyse X. Aufl.') ausfihrlich be- 
schrieben finden, wihlte ich das Verfahren nach Garrod. Die 
Methode von Nebeltau?), die den Vorteil bietet, von Haus 
aus ein ziemlich reines Produkt zu liefern, lafit sich in farbstoff- 
armen Harnen leider nicht verwerten. War der Harn zu phos- 
phatarm, so wurde vor der Fallung etwas Calciumphosphat in 
essigsaurer Lésung zugesetzt. Gewoéhnlich wurde 1 1 Harn 
verarbeitet. Zur Fallung wurden 200 cm?® einer 10 °/oigen 
Natronlauge verwendet. Der Niederschlag wurde auf dem 
Filter wiederholt mit Wasser gewaschen, wodurch die iibrigen 
mitgerissenen Farbstoffe bis auf Spuren von Urobilin und Uro- 
erythrin beseitigt wurden. Der Niederschlag wurde mit Alkchol- 
salzsiure (8 Teile und 2 Teile) in einem Schialchen gut verrieben, 
im Wasserbad 3 Minuten ausgezogen und hernach filtriert. Die 
Extrakte wurden zuerst spektroskopisch und damn auf Fluores- 
zenz gepriift. Daf} durch eventuell vorhandenen Blutfarbstoff 
durch diese Behandlung sekundir Porphyrin gebildet wird, wurde 
durch einen Versuch sowohl mit Haemoglobin wie mit Haemolin 
(dargestellt nach Schalfeyer) ausgeschlossen, das nach der 
gleichen Behandlung spektroskopisch unveriindert blieb. Die 
Lésungen zeigten keine Fluoreszenz. 

Bisher habe ich 70 Falle*) untersucht, die zum Teil von 
gesunden Personen stammten, zum Teil von Patienten interner 
Kliniken. Falle von Insolationsdermatosen standen mir nicht 
zur Verfiigung. Dabei ergab sich, dafi die Halfte der Fille ein 
Porphyrinspektrum zeigte, hingegen fiel die Untersuchung auf 
Fluoreszenz nur in 5 Fallen negativ aus (ein normaler Fall, ein 
Diabetes mel., eine Pneumonie, ein Lupus erythemat., eine Peri- 
tonealtuberkulose). Einen Vorteil bietet die Fluoreszenzbeob- 
achtung in den Fallen, in denen die spektroskopische Untersuchung 
wegen des Reichtums an anderen Farbstoffen erschwert ist. 
Es wurden auch Versuche gemacht, durch Verdiinnungen der 


') Ebenso Neuberg, Der Harn 19118, 932,937; Neubauer-Huppert 
XI, S. 1335. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 27, 8. 324. 

8) Uber die Versuche habe ich im Juni 1920 in einer Sitzung des 
med.-naturwiss. Vereins ,Lolos‘ referiert. 
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Extrakte die Grenze zu bestimmen, bis zu der sich gerade noch 
Fluoreszenz beobachten lief. Es wurden alle Uberginge von 
0—250,000 festgestellt. (100 z. B. heift: 11 Harn in 10 cm? 
Alkohol extrahiert ergab noch bei einer Verdiinnung der 10 cm* 
auf 100 beobachtbare Fluoreszenz.) Fiir mehrere normale Harne 
gelang es, noch in 1000 cm® Verdiinnung Fluoreszenz zu be- 
obachten. Wenn die Verhiltnisse vom Uroporphyrin hinsicht- 
lich der Fluoreszenz ahnlich liegen wie beim Haematoporphyrin, 
so entspriche das etwa der Gréfjenordnung von 10-8 °/,. 
Diese Beobachtungen haben natiirlich nur vergleichsweise einen 
Wert, weil die Bedingungen der Phosphatfallung keine quan- 
titative Farbstoffabscheidung erméglichen. Reich an Porphyrin 
erwiesen sich mehrere Faille von Phthisis (20000), Falle von 
akuter Nephritis (10000), 3 Falle von Leberaffektionen (20 000), 
Rheumatismus (10000), 5 Fille von Conjunctivitis vernalis 
(10 000), wahrend 2 andere Fille nur in 10 cm® Verdiinnung Fluo- 
reszenz beobachten lieben. Junius?’ halt die Conjunctivitis 
vernalis berufen, in der Gruppe der durch Porphyrine bedingten 
Krankheitszustaénde ein dankbares Studienobjekt zu bilden. 

Besonders reich an Porphyrin erwies sich der Harn eines 
Falles von haemolytischem Icterus. Der Harn wurde wieder- 
holt gepriift und gab in Verdiinnungen von 80000—250000 
noch Fluoreszenz. Der Harn zeichnete sich durch einen hohen 
Urobilingehalt aus. Nach Hoppe-Seyler?) bestimmt, fanden 
sich in der Tagesmenge 0,28 g im Durchschnitt. Die Schwan- 
kungen waren aufierst gering. Die Gallenfarbstoffuntersuchung 
ergab stets eine geringe Menge Bilirubin. Gmelins Probe war 
fast immer negativ, Hammarsten und Ehrlich nur schwach 
positiv. Ein Chromogen konnte ich nie nachweisen. Im Stuhl, 
der durch wiederholte Alkoholextraktion von den iibrigen Farb- 
stoffen befreit wurde, lief} sich im siurehaltigen Alkoholauszug 
kein Porphyrinspektrum finden. Da im Stuhl Cholecyanin nach- 
weisbar war, konnte eine rote Fluoreszenz nicht zum Porphyrin- 
nachweis verwendet werden. 





') Arch. f. Augenh. Bd. 87, S. 1 (1920). 
*) Virch. Arch, Bd. 124, S. 34. 
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Zu erwihnen wire noch ein Fall von Bleivergiftung, in 
dessen Harn Blei nachgewiesen wurde. Gegeniiber der Angabe 
anderer’) wurde in diesem Falle nur wenig Porphyrin ge- 
funden (1000). 

Sehr naheliegend wire es, die Darstellung des Farbstoftes 
durchzufiihren, um dadurch mit reinem Farbstoff eine Vergleichs- 
lésung zu gewinnen. Dann kénnten die Verhiltnisse der Phos- 
phatfallung genau ermittelt und ein Anhaltspunkt fiir den Por- 
phyringehalt gefunden werden. Vielleicht lieben sich auf diese 
Weise Beziehungen zwischen der Lichtempfindlichkeit einzelner 
Individuen und der Ausscheidung des fluoreszierenden Farb- 
stoffes ermitteln. 

Dazu wire der Nachweis zu erbringen, dafi die Porphyrin- 
ausscheidung ein Kreisen des Farbstoffes zur Voraussetzung 
hat. Bisher ist nur in dem Fall von Giinther’), an dem 
H. Fischer seine Untersuchungen durchgefiihrt hat, der 
einen bisher nicht beobachteten farbstoffreichen Harn bot, von 
Schumm?) der Nachweis eines im Serum vorhandenen Por- 
phyrins erbracht worden. Das Serum enthielt auch Haemolin. 
Der Gehalt an Porphyrin war schwankend und die Beobachtung 
der Absorption nur mit sehr genau eingestelltem Spektrometer 
moéglich. Fiir die iibrigen Fille von Porphyrinuria congenita und 
Insolationsdermatosen‘), die stets in Beziehung zum ausgeschie- 
denen Porphyrin gebracht wurden, fehlt der Nachweis des Por- 
phyrins im Serum, und auch die Untersuchung des Stuhles ist nie 
in Betracht gezogen worden. In dem Selbstversuch von Meyer- 
Betz*), der sich 0,2 g Haematoporphyrin intravends injizierte: 
blieb der Farbstoff bis zum 3. Tag im Serum nachweisbar, 
wihrend im Harn ,nur minimale Spuren* zur Ausscheidung 
kamen. Zu der von seiten der Dermatologen (Perutz) ver- 


1) Stokvis, Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 28, S. 1 (1895). ~ Schulte, 
Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 58, S. 313 (1897). — Deroide et 
Lecompt, Compt. rend. soc. biol. Bd. 50, 8S. 396 (1899). 

*) Deutsches Arch. f, klin. Med. Bd. 105, S. 130. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 98, S, 125. 


*) Linser, Arch. f. Dermat. Bd. 79, S. 251. — M’Call Anderson: 


Brit. Journ. 1898. — Ehrmann, Arch. f. Dermat. Bd. 97, 8. 82. 
5) Arch. f. klin. Med. 1912. 
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tretenen Ansicht, es handle sich bei der Hydroa vacciniformis 
um photodynamische Wirkungen des Haematoporphyrins, das 
infolge einer priméren Erythrocytenschadigung unter dem Ein- 
flusse des Lichtes aus Haemoglobin enstiinde, méchte ich be- 
merken, dali nach Untersuchungen von R. Zeynek') Haemo- 
globin in vitro durch Einwirkung von schwefliger Séure nur 
bei Gegenwart von Licht in Porphyrin verwandelt wurde. 
Allerdings ist dadurch nicht ausgeschlossen, dafi nicht im Orga- 
nismus der schwefligen Siure analog wirkende porphyrinbildende 
Stoffe vorkommen. 

Es wurden wiederholt Sera auf ihre Fluoreszenz gepriift. 
Im genuinen Serum stért das starke Tydallphainomen. Die 
Aussicht der Fluoreszenzbeobachtung im Serum ist wohl sehr 
gering. Denn ein Versuch mit zugesetzter Haematoporphyrin- 
lésung zum Serum ergab, daf} selbst in dem Fall, dafi spektro- 
skopisch deutlich nachweisbarer Farbstoff im Serum vorhanden 
ist, die Fluoreszenz nicht zu beobachten war. Vielleicht ist ein 
spezifisch hemmender Einflufi der Eiweifistoffe des Serums 
vorhanden*). Auch kiinstlich erzeugte Phosphatniederschlige 
wurden ausgezogen, auch die Enteiweifiung wurde versucht. 
In den klaren Extrakten erhielt ich nie eine beobachtbare 
Fluoreszenz. Allerdings standen mir nur sehr geringe Serum- 
mengen zur Verfiigung. 

H. Fischer*) hat in einem Versuch bei der Verarbeitung 
von 2,5 1 normalen Harnes nach Garrod im Extrakt nicht 
einmal spektroskopisch den Farhstoff nachweisen kénnen. (Auf- 
fallend ist die geringe Menge verwendeter Lauge: 10 cm* 33°/oiges 
Natriumhydroxyd fiir 2,5 1, wahrend Garrod fiir 100 cm® 2 g 
Natriumhydroxyd verwendet.) Erst durch Fallung mit Bleisalzen 
bekam er spektroskopisch wahrnehmbare Farbstoffmengen. Er 


stellt demnach die Darstellung unter 1000 | als aussichtslos hin. 

Ich habe versucht, aus gesammelten Phosphatniederschligen von 
Phthisikerharn den Farbstoff zu gewinnen. Der Niederschlag selbst wurde 
wiederholt mit Wasser gewaschen. Mit Natriumkarbonat lieB sich der 
Farbstoff nicht ausziehen, auch nicht bei Wasserbadtemperatur, so daf also 





1) Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 49, S. 472. 
*) Busk, Biochem. Zeitschr. I, 8, 358. 
3) Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 96, 8. 171. 
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die Méglichkeit, auf die Weise von Haus aus ein reineres Produkt zu be- 
kommen, fehlschlug. In einem Versuch wurde der Niederschlag aus 50 | 
Harn mit 100 cm® Methylalkohol tibergossen und unter Einleiten von Salz- 
siuregas unter Kiskiihlung der Farbstoff ausgezogen. Die Lésung fairbte 
sich dabei tiefrot an. Ein Teil des Farbstoffes widerstand der Extraktion. 
Hernach wurde noch 24 Stunden mit der gleichen Menge Methylalkohol 
verdiinnt, vom Ungeliésten abfiltriert und die fiinffache Menge Wasser zu- 
gegeben, wobei ein Niederschlag ausfiel, der den Farbstoff mitrif. Dem 
Niederschlag lie8 sich mit Chloroform der salzsaure Ester des Farbstoffes ent- 
ziehen, wihrend im Filtrat so gut wie kein Farbstoff vorhanden war. Der 
Riickstand nach Verdunsten des Chloroforms erwies sich durch organische 
Substanz verunreinigt, die beim Auskristallisieren den Farbstoff mitriB. Mit 
den geringen zur Verfiigung stehenden Farbstoffmengen gelang es nicht, 
durch Behandeln mit verschiedenen Lésungsmitteln eine Reinigung zu er- 
zielen. Mit kaltem Methylalkohol geht der salzsaure Ester wieder in Lisung, 
In einem zweiten Versuch wurde der Harnniederschlag von 501 zunichst 
mit verdiinnter Essigsiure mehrmals gewaschen, wobei nur Spuren von 
Farbstoff in Léisung gingen, wahrend ein grofer Teil des Calciumphosphats 
auf die Weise entfernt wurde. Hernach wurde noch mit Methylalkohol, 
Chloroform und Kssigitber behandelt, wobei immer etwas organischer 
Substanz entfernt wurde. Dann wurde mit 1°/, Natriumkarbonat versetzt, 
wobei der gréfte Teil des Farbstoffes in Lésung ging. Der restliche Nieder- 
schlag gab bei der Veresterung ganz geringe Farbstoffmengen. Die Natrium- 
carbonatlésungen waren aber zu arm an Farbstoff, um mit Eisessig eine 
Fallung zu geben. Die Lisungen wurden durch Dialyse vom Salz gereinigt, 
dann eingedampft und verestert. Der salzsaure Metbylalkoholauszug wurde 
zum grofen Teil abdunsten gelassen, dann mit Natriumbikarbonat neutralisiert, 
um den Ester frei zu bekommen. Er lieB sich aber mit Chloroform nicht 
ausschiitteln. Auch ist durch das Eindampfen im Vakuum ein grofer Teil 
des Farbstoffes zerstért worden. Deshalb wire es wohl fiir einen Darstellungs- 
versuch am besten, den Niederschlag zunichst mit 1°/, Essigsiiure und 
organischen Liésungsmitteln zu behandeln und dann der Veresterung zu 
unterziehen. Es wiirden aber mehrere Tausend Liter Harn verarbeitet 
werden miissen, um das so gewonnene Produkt reinigen zu kénnen. 


Herrn Professor F. Czapek, in dessen Institute ich die 
Untersuchungen auf Fluoreszenz machte, danke ich herzlich 
fiir die liebenswiirdige Aufnahme. 

Der deutschen Augenklinik (Prof. Elschnig), der derma- 
tologischen Klinik (Prof. Kreibich) und den beiden internen 
Kliniken (Prof. v. Jacksch, Prof. Schmid) méchte ich auch an 
dieser Stelle fiir die liebenswiirdige Uberlassung des Materials 
danken. 

















Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 


14. Mitteilung. 
Uber die durch Bleiacetat fallbaren Siuren der 
Johannisbeeren (Ribes rubrum)’). 
Von 


Hartwig Franzen und Eugen Schuhmacher. 


(Aus dem chemischen Institut der technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1921.) 


EKinleitung. 


Mit grofier Wahrscheinlichkeit lat sich annehmen, daf 
ein grofjer Teil der in den Pflanzen vorkommenden aliphatischen 
Sauren, wie Zitronensiure, Apfelsiure, Weinsdure usw., Atmungs- 
produkte sind, welche sich zwischen den Zucker einerseits und 
das Kohlendioxyd andererseits einschieben. Vollstandig un- 
sicher ist dagegen, ob z. B. die drei eben erwahnten Sauren 
Stufen des gleichen Abbauprozesses sind, oder ob sie verschie- 
denen angehéren. Um niher in den Chemismus des oxydativen 
Abbaues des Zuckers durch die Pflanzen einzudringen, wire es 
wiinschenswert, etwas dariiber zu wissen, ob die fraglichen 
Séiuren regelmifjig nebeneinander vorkommen, oder ob in 
einigen Pflanzen nur die einen, in weiteren nur die anderen 
vorhanden sind. Besonders geeignete Objekte fiir derartige 
Untersuchungen sind. bekanntlich die Succulenten und die 
fleischigen Friichte, in denen ja wegen mangelnder Sauerstoff- 
zufuhr eine Anhiufung der Atmungsprodukte stattfindet. Man 
soilte nun meinen, daf} die Sauren unserer gewohnlichen Friichte 


') Die Durchfiihrung der Arbeit wurde durch Mittel, die uns von der 
Karlsruher Hochschulvereinigung freundlichst bewilligt waren, unterstiitzt ; 
auch an dieser Stelle sagen wir unseren herzlichsten Dank. 
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wegen der Wichtigkeit des Gegenstandes ganz genau bekannt 
sind; das ist aber keineswegs der Fall; die vorliegenden An- 
gaben sind auferordentlich widerspruchsvoll, so dafi sich aus 
ihnen keine sicheren Schliisse ziehen lassen. Es erschien 
wiinschenswert, die Angaben einer Revision zu unterziehen, 
und wir haben deshalb zunichst die Untersuchung der Johannis- 
beeren in Angriff genommen. 

Der erste, welcher sich mit den Sauren der Johannisbeeren 
befaite, war C. W. Scheele'), der gelegentlich seiner klas- 
sischen Arbeiten iiber die Séuren der Friichte auch diese 
untersuchte. Sein Verfahren hat der Forscher am _ Beispiel 
der Stachelbeere (Ribes grossularia) ausfiihrlich beschrieben. 

Der Fruchtsaft wurde zur Honigdicke eingedampft, der 
Riickstand mit starkem Weingeist behandelt, die nicht gelisten 
Gummistoffe abfiltriert, aus dem Filtrat der Alkohol verdunstet, 
der Riickstand in der doppelten Menge Wasser geldést, die 
wibrige Lisung mit Kreide gesittigt, aufgekocht und der 
abgeschiedene zitronensaure Kalk abfiltriert; durch Zersetzen 
des Calciumcitrates mit Schwefelsiiure und Eindunsten des 
Filtrates vom Calciumsulfat wurde die Zitronensiure in kri- 
stallisiertem Zustande gewonnen; sie stimmte in ihren Higen- 
schaften mit der aus Zitronensaft erhaltenen itiberein. Das 
Filtrat vom Calciumcitrat wurde mit Alkohol gefallt, die 
Kalksalze abfiltriert, in Wasser gelést, mit Bleiessig gefiallt 
und die Bleisalze durch Schwefelsiure zersetzt. Aus dem 
Filtrat vom Bleisulfat konnte durch Eindunsten eine Siure 
gewonnen werden, die in ihren Eigenschaften mit der aus 
Apfeln erhaltenen iibereinstimmte, nach der Ansicht von 
Scheele also Apfelsiure war. Nach dieser Methode fand 
Scheele in den Johannisbeeren ungefihr gleiche Mengen 
Zitronensiure und Apfelsiure. 

Es diirfte wohl sicher sein, dafs der Forscher aus den 
Johannisbeeren Zitronensiure abgeschieden hat, da er sie in 
kristallisiertem Zustande gewinnen und in gewisser Weise mit 
der aus Zitronen erhaltenen vergleichen konnte. Es erscheint 


+ Crells Annalen Bd. 2, 8S. 296 (1785). 
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jedoch mehr als zweifelhaft, ob er in diesem Falle tatsichlich 
Apfelsiure in Hinden gehabt hat, da die angewandte Tren- 
nungsmethode keineswegs ausreicht, um diese Saure in reinem 
Zustande abzuscheiden. 

In einer Abhandlung von Proust!) findet sich die Be- 
hauptung, daf im Johannisbeersaft Zitronensiure und Apfel- 
siure vorhanden sind, ohne daf} jedoch angegeben ist, wie der 
Nachweis gefiihrt wurde. Der betreffende Satz lautet: , Dieser 
Saft besteht aus Schleim, gelatinésem Stoff, Extraktivstoff, 
Zucker, Zitronensiiure, Apfelsiiure usf.“ 

Auf diese Behauptung ist natiirlich nicht der geringste 
Wert zu legen. 

Spiiter hat sich dann Bérard?) gelegentlich seiner Studien 
iiber das Reifen der Friichte auch mit den Johannisbeeren be- 
fait. Sein Verfahren zur ‘Abscheidung der Saéuren war das 
folgende: 100g von Schalen und Kernen befreite Friichte 
wurden zerquetscht, abgeprefit, der PreBfriickstand mit warmem 
Wasser ausgezogen, der Saft 1 Stunde zum Sieden erhitzt, 
die abgeschiedenen Flocken abfiltriert, das Filtrat zur Syrup- 
dicke eingedampft und der Riickstand bei 70° getrocknet. 
Die Masse wurde dann mit 40griidigem siedendem Alkohol 
behandelt, von den Gummistoffen abfiltriert, das Filtrat zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand nochmals in gleicher 
Weise behandelt. Dann wurde in Wasser gelést, mit Kali 
neutralisiert und mit Bleinitrat gefallt. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, gewaschen, getrocknet, gewogen und als ipfelsaures 
Blei in Rechnung gezogen. Auf diese Weise fand Bérard in 
den unreifen Johannisbeeren 1,80°/o Apfelsiiure und in den 
reifen 2,41°/o. Aufierdem gibt er noch an, daf} in den un- 
reifen Friichten 0,12°/o und in den reifen 0,31°/o Zitronen- 
siure enthalten sei. Wie diese Saéure nachgewiesen und be- 
stimmt wurde, dariiber schweigt sich der Forscher aus. 

Die Angaben des franzésischen Forschers sind vollstindig 
unbrauchbar, da der gesamte Bleiniederschlag, der natiirlich 





‘) Scherers Journal Bd. 8, S. 626 (1802). 
*) A. ch. Bd. 16, S. 225 (1821). 
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alle mdglichen Sduren enthalten kann, als dpfelsaures Blei 
angesehen wurde. Die Arbeit hat fiir die Beurteilung der 
Frage, ob eine bestimmte Siéure in den von ihm untersuchten 
Friichten vorkommt, nicht die geringste Bedeutung. 

Wenig nachher hat dann Tilloy') gréfere Mengen Zi- 
tronensiiure’‘aus den Johannisbeeren gewonnen. 100 Pfund zer- 
quetschte Johannisbeeren wurden vergoren, abgeprefit, das 
Filtrat auf die Hialfte eingedunstet und mit Kreide gesittigt. 
Der abgeschiedene zitronensaure Kalk wurde abfiltriert, ge- 
waschen und mit verdiinnter Schwefelsiure zersetzt; aus dem 
Filtrat vom Calciumsulfat wurde nochmals das Kalksalz her- 
gestellt, dieses wiederum mit Schwefelsaiure zerlegt, das Fil- 
trat vom Calciumsulfat mit Blutlaugenkohle behandelt und 
dann bei 25° eingedunstet. Aus 100 Pfund Johannisbeeren 
wurden 500 g Zitronensiure erhalten. 

Es diirfte wohl sicher sein, daf Tilloy tatsichlich Zitro- 
nensiiure in Hinden gehabt hat, obgleich sie nicht naher ge- 
kennzeichnet wurde. 

Nach der Arbeit von Tilloy ruht die Untersuchung der 
Johannisbeeren auf die in ihr enthaltenen Siéuren lange Zeit. 
Erst im Jahre 1904 erscheint eine Arbeit von Karl Windisch 
und Karl Boehm?), welche sich mit dem Vorkommen von 
Weinsiure in verschiedenen Friichten, unter anderen auch in 
den Johannisbeeren, befafit. Zum Nachweis dieser Siéure 
benutzten die beiden Forscher ein von A. Halenke und 
M. Moeslinger*) zur Bestimmung der Gesamtweinsiure in 
Traubenmosten und Weinen ausgearbeitetes Verfahren. Sie 
fanden so in 100 cem rotem Johannisbeersaft 0,041 g 
Weinsiure. Wenn man sich fragt, ob die Methode in der 
Weise, wie sie angewandt wurde, fiir den Nachweis von Wein- 
siure in Friichten zureichend ist, so muff die Antwort nein 
lauten. Die zu untersuchende Filiissigkeit wird mit Chlorkalium 
versetzt und von dem eventuell entstandenen Niederschlag 





') Berzelius, Jahresbericht Bd. 8, S. 245 (1829). 
*) Zeitschr. Unters. Nahrungs- und GenufSmittel Bd. 8, S. 351 (1904). 
3) Zeitschr. anal. Ch. Bd, 34, 8.279 (1895). 
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angenommen, dafi er Kaliumbitartrat ist. Das Verfahren 
mag fiir die Untersuchung von Wein oder Traubenmost aus- 
gezeichnet sein, es geniigt aber keineswegs, um mit Sicherheit 
nachzuweisen, dai in irgendeinem Fruchtsaft Weinsiure ent- 
halten ist; um das behaupten zu kénnen, mu gezeigt werden, 
dafi in dem fraglichen Niederschlag Kaliumbitartrat vorliegt, 
was von den beiden Forschern versiumt wurde. 

Aus den Untersuchungen von Karl Windisch und 
Karl Boehm geht also keineswegs mit Sicherheit hervor, 
daf} in den Johannisbeeren Weinsiure enthalten ist. 

Kingehend haben sich Rudolf Kunz und Franz Adam’) 
mit dem Vorkommen von Apfelsiure, Zitronensdéure und Wein- 
siure in verschiedenen Friichten unter anderem auch in den 
Johannisbeeren befafit. Sie schlugen bei ihren Untersuchungen 
das folgende Verfahren ein: 100 ccm Fruchtsaft werden an- 
nihernd mit Natronlauge neutralisiert, mit Bleiacetat gefallt, 
der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat 
vom Bleisulfid mit Natronlauge neutralisiert, auf 25 ccm ein- 
gedampft, Chlorammonium- und Chlorcalciumlésung hinzuge- 
fiigt und iiber Nacht stehen gelassen. Weinsiiure scheidet 
sich unter diesen Umstinden als Calciumtartrat aus; der 
Niederschlag muf} aber mikroskopisch gepriift werden, da bei 
Anwesenheit gréfjerer Mengen Zitronenséure sich ein Teil 
dieser ebenfalls als Calciumsalz abscheiden kann. Die Kri- 
stalle des letzteren sind jedoch so charakteristisch, da sie 
nicht mit denen des Calciumtartrates verwechselt werden 
kénnen. 

Das Filtrat vom Caciumtartrat wird lingere Zeit gekocht, 
wobei allmihlich neutrales Calciumcitrat kristallinisch ausfallt, 
welches unter dem Mikroskop leicht an seiner charakte- 
ristischen Kristallform — wetzsteinférmige LEinzelindividuen 
— erkannt werden kann. 

Das Filtrat von Calciumcitrat wird mit der 10fachen 
Menge Alkohol versetzt, der Niederschlag nach einigen Stunden 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen, in einer Platinschale mit 





1) Zeitschr. Osterr. Apotheker-Ver. Bd. 44, S. 243 (1906). 
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10 cem 10°/oiger Sodalésung zersetzt, 10 cem 10°/oige Na- 
tronlauge hinzugefiigt, auf dem Wasserbade vollstandig zur 
Trockne eingedampft und dann 2 Stunden im Trockenschrank 
auf 120—130° erhitzt, wobei das apfelsaure Natrium in fu- 
marsaures Natrium iibergeht. Die Salzmasse wird dann in 
verdiinnter Salzsiiure gelést und die Lisung mit Ather aus- 
gezogen. Ist Apfelsiure vorhanden, so bleibt beim Verdunsten 
des Athers ein Riickstand von Fumarsiure, die leicht an ihrer 
Schwerléslichkeit in Wasser und nach dem Umkristallisieren 
aus Wasser an ihrer charakteristischen Kristallform erkannt 
werden kann. Ist keine Apfelsiure vorhanden, dann hinter- 
laft der Ather beim Verdunsten nur einen ganz geringfiigigen 
sauren Riickstand, der sich in Wasser leicht lést. Fir den 
Nachweis sehr kleiner Mengen Apfelsiiure empfiehlt es sich, 
einen etwas abgeainderten Weg einzuschlagen, da der dpfel- 
saure Kalk bei Gegenwart von Chlorammon in verdiinntem 
Alkohol nicht ganz unldéslich ist. In diesem Falle wird das 
Filtrat vom Bleisulfid mit Baryt neutralisiert, das Baryumcitrat 
abfiltriert, das Filtrat eingedampft und mit der 4fachen Menge 
Alkohol versetzt. Der Niederschlag wird ebenso wie der 
Kalkniederschlag behandelt. Um sich zu iiberzeugen, daf} auf 
diesem Wege auch sehr kleine Mengen Apfelsiiure gefunden 
werden kénnen, setzten die Forscher zu 100 g der Friichte, 
in welchen keine Apfelsiiure nachgewiesen wurde, 0,1 g Apfel- 
siure und untersuchten dann nochmals; in allen Fallen lief 
sich der Zusatz deutlich nachweisen. Bei einiger Ubung und 
Sorgfalt konnten noch 0,05 g zugesetzter 'Apfelsiiure aufge- 
funden werden. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten in den Johannisbeeren 
weder Weinsaure noch Apfelsiiure nachgewiesen werden, wihrend 
Zitronensiure gefunden wurde. 

Die Arbeit von Rudolf Kunz und Franz Adam macht 
einen ausgezeichneten EKindruck. Jedoch ist die von ihnen 
angewandte Methode nicht zureichend, um in Friichten Apfel- 
siuremengen, die kleiner als 0,05 sind, aufzufinden. Wie 
grofi die Weinsiiuremenge ist, welche mit Hilfe des Verfahrens 
nachgewiesen werden kann, wird nicht angegeben. Aus der 
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Arbeit darf keinesfalls geschlossen werden, dafi Apfelsiure 
und Weinsiure in den Johannisbeeren nicht vorhanden sind. 
Zitronenséure wurde mit Sicherheit aufgefunden, da der an 
der betreffenden Stelle ausgefallene Niederschlag nicht ohne 
weiteres als Calciumcitrat angesprochen, sondern noch mikro- 
skopisch auf seine charakteristische Kristallform untersucht 
wurde. 

Wenig spiter hat sich dann F. Mutt elet?‘) mit den Sauren 
der Friichte beschaftigt und auch die Johannisbeeren unter- 
sucht. Das von ihm benutzte Verfahren nimmt nur auf Wein- 
siiure, Zitronensdure und Apfelsiure Riicksicht und soll gleich- 
zeitig zur quantitativen Bestimmung dieser Kérper dienen. 
Die von den Stielen befreiten Friichte werden zerquetscht, 
filtriert, das Filtrat mit dem gleichen Volumen Alkohol ver- 
setzt und die Pektinstoffe abfiltriert. 25 oder 50 cem des 
Filtrates werden mit n/1-KOH unter Benutzung von Phenol- 
phtalein als Anzeiger neutralisiert, mit einer 5°/,igen Baryum- 
bromidlésung in 85°/,igem Alkohol versetzt, mit 96°/,igem 
Alkohol auf 100 ccm aufgefiillt und durchgeschiittelt. Der 
Niederschlag, in welchem die Barytsalze der Apfelsiure, Wein- 
siure und Zitronensaiure enthalten sind, wird am_ nichsten 
Tage abfiltriert und mit kleinen Mengen 75°/,igem Alkohol 
ausgewaschen. Die Barytsalze werden in wenig mit Salzsiure 
angesduertem Wasser aufgenommen, das Baryum mit Schwefel- 
siure ausgefallt, das Filtrat vom Baryumsulfat mit n/1-KOH 
neutralisiert, mit 1 ccm Kssigsiure angesiuert, 2 ccm einer 
5°/,igen Kaliumbromidlésung und so viel Alkoholather hinzu- 
gegeben, bis eine homogene Mischung entsteht, und 48 Stunden 
stehen gelassen. Das Kaliumbitartrat wird dann abfiltriert, 
in heiffem Wasser gelést und mit n/10-KOH titriert. 

Das Filtrat vom Kaliumbitartrat wird mit 7/, Volumen 
96°/,igem Alkohol versetzt, gut durchgeschiittelt, iiber Nacht 
stehen gelassen, der Niederschlag abgesaugt, mit Alkohol 1:2 
ausgewaschen, in mit Salzsiure angesiuertem Wasser gelist, 
das Baryum mit verdiinnter Schwefelsiure gefillt und das 





1) Ann. des Falsific. Bd. 2, 8. 383 (1909). 
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Baryumsulfat gewogen. Sein Gewicht mit 0,548 multipliziert, 
gibt die Menge Zitronensiure. In dem Filtrat vom Baryum- 
sulfat wird die Zitronensiure als Kalksalz oder besser nach 
der Reaktion von Denigés mit Quecksilbersulfat und Kalium- 
permanganat nachgewiesen. 

Zur Bestimmung der Apfelsiiure wird das Filtrat und die 
Waschfliissigkeit vom Baryumcitrat auf 30 ccm eingedampft, 
mit dem doppelten Volumen 96°/,igem Alkohol versetzt und 
das apfelsaure Baryum am nichsten Tage abfiltriert. Es wird 
in wenig verdiinnter Salzsiiure gelést, das Baryum durch 
Schwefelsiure ausgefallt und das Baryumsulfat gewogen; sein 
Gewicht mit 0,574 multipliziert, ergibt die Menge der Apfel- 
siure. In dem Filtrat wird die Apfelsiiure durch das Bleisalz 
gekennzeichnet. 

Auf diese Weise fand Muttelet in den Johannisbeeren 
weder Apfelsiiure noch Weinsiiure, dagegen 2,12°/, Zitronen- 
saure. 

Es erscheint im héchsten Grade unwahrscheinlich, dafi 
sich Baryumcitrat und Baryummalat auf die angegebene Weise 
quantitativ voneinander trennen lassen; wahrscheinlich ist, 
da® kleine Mengen Apfelsiiure sich der Beobachtung ent- 
ziehen werden. Ob die Methode sicher genug ist, auch kleine 
Mengen Weinsiure sicher aufzufinden, aft sich ohne weiteres 
nicht entscheiden, da keine Beleganalysen angegeben sind, er- 
scheint jedoch zweifelhaft. Immerhin geht aus der Arbeit mit 
Wahrscheinlichkeit hervor, daf} in den Johannisbeeren Zitronen- 
siure enthalten ist. 

Nach einer recht umstindlichen Methode bestimmt J. M. 
Albahary’) die Siéure in Friichten, unter anderem auch in 
den Johannisbeeren. Der Fruchtsaft wird bei 100° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet, der Riickstand fein gepulvert 
und zunichst im Soxhlet mit Chloroform ausgezogen, wodurch 
das Fett, der gréfite Teil des Farbstoffes und Alkaloide ent- 
fernt werden. Dann wird mit Ather und svhlieflich mit 





') Ann. des Falsific. Bd. 5, S. 147, C. 1912 (1) 1502, C. r. 144, 1232 
(1907). | 











2 





Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. XIV. 17 


Alkohol extrahiert und so die Mengen der in freiem Zustande 
vorhandenen Siuren ermittelt. Zur Gewinnung der in ge- 
bundenem Zustande vorkommenden Siuren wird der extra- 
hierte Riickstand mit verdiinnter alkyholischer Salzsiiure auf 
dem Wasserbade erwirmt, filtriert, gewaschen, das Filtrat mit 
Ammoniak neutralisiert und der Alkohol verjagt. Der Riick- 
stand wird mit dem Extrakte der freien Siuren, die ebenfalls 
mit Ammoniak neutralisiert werden, vereinigt und das Ganze 
mit Bleiacetat gefillt. Der Niederschlag wird abfiltriert, noch 
feucht 1 Stunde mit verdiinnter Essigsiure auf 70° erhitzt, 
wobei nur das ipfelsaure Blei in Lésung geht, filtriert, neu- 
tralisiert und mit dem doppelten Volumen Alkohol versetzt, 
wobei das iipfelsaure Blei vollstindig ausfallt. Nachdem die 
Apfelsiure in Freiheit gesetzt ist, wird sie entweder als Kalk- 
salz oder titrimetrisch bestimmt. 

Die in verdiinnter Essigsaiure unléslichen Bleisalze, welche 
Oxalsiure, Bernsteinsdiure, Weinsiure und Zitronensdure ent- 
halten kénnen, werden mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das 
Filtrat vom Bleisulfid auf dem Wasserbade auf ein kleines 
Volumen eingedampft, etwas Essigsiure und Calciumchlorid- 
lésung hinzugefiigt und 24 Stunden an einem lauwarmen Orte 
stehen gelassen. Das Calciumoxalat wird abfiltriert und die 
Oxalsiiure bestimmt. 

Das Filtrat wird mit Kaliumacetat und dem doppelten 
Volumen Alkohol versetzt, nach 1 Stunde das Kaliumbitartrat 
abfiltriert, getrocknet und gewogen. 

Das Filtrat vom Kaliumbitartrat wird in zwei Teile ge- 
teilt. Der eine Teil wird mit Ferrichloridlésung versetzt, wo- 
bei Ferrisuccinat quantitativ ausfallt, wihrend Ferricitrat in 
Lisung bleibt; letzteres wird gewogen. Der zweite Teil wird 
auf ein kleines Volumen eingedampft, 3 Volumina Alkohol 
hinzugefiigi und mit Baryumacetatlésung versetzt, wobei die 
Barytsalze der Bernsteinsiure und der Zitronensiure quanti- 
tativ ausfallen; sie werden gewogen. Aus der Menge der 
Bernsteinsiiure, berechnet aus dem Eisensuccinat, und dem 
Gewichte des Gemisches von Baryumsuccinat und -citrat labt 
sich dann die Menge der Zitronensaéure bestimmen. 
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Auf diese Weise fand Albahary in den Johannisbeeren 
1,84—2,53°/, Zitronensiiure plus Apfelsiure; davon waren 
0,64—1,02°/, Zitronensiure.. 

Gegen die Methode sind schwerwiegende Bedenken zu 
erheben. Es erscheint aufierst unwahrscheinlich, daB durch 
Behandeln des Bleiniederschlages mit verdiinnter Essigsiure 
bei 70° lediglich apfelsaures Blei in Lésung geht. Wahrschein- 
lich ist vielmehr, daf} auch ein Teil der andern Sduren mit 
gelést wird. Deshalb ist auf die quantitativen Angaben nicht 
der geringste Wert zu legen. Ferner wurde nicht nachge- 
wiesen, ob iiberhaupt Apfelsiiure vorlag. Ebenso wie mit der 
Apfelsdure verhalt es sich mit der Zitronensaiure. Die Arbeit 
von Albahary hat also zur Beurteilung der Frage, welche 
Saiuren in den Johannisbeeren vorkommen, nicht die geringste 
Bedeutung. 


Von den verschiedenen Forschern wurden in den Johannis- 
beeren die folgenden Sauren gefunden: 


Scheele: Zitronensiiure und Apfelsiure in ungefihr gleichen 
Mengen. 

Proust: Zitronensiure und Apfelsaure. 

Bérard: Zitronensiure und Apfelsiure, und zwar 2,41°/, Apfel- 
siure und 0,31°/, Zitronensiure. 

Tilloy: Zitronensiure. 

Windisch und Boehm: Weinsiure 0,04 °/,. 

Kunz und Adam: Zitronensiure, keine Apfelsiiure und 


Weinsiure. , 
Muttelet: 2,12°/, Zitronensiure, keine Apfelsiure und Wein- 
saure. 
Albahary: 0,64—1,02°/, Zitronensiiure, 1,20—1,5°/, Apfel- 
sdure. 


Aus der Zusammenstellung geht klar hervor, dafi die von 
den verschiedenen Forschern angewandten Methoden zum Nach- 
weis der Sduren ungleichwertig sein miissen. Es stehen einander 
gegeniiber einerseits die Befunde von Scheele, Proust, 
Bérard und Albahary, welche Zitronensiure und erhebliche 
Mengen Apfelsiure fanden, und die von Kunz und Adam und 








Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. XIV. 19 


von Muttelet, die nur Zitronensiiure und keine Apfelsiure 
nachweisen konnten, und andererseits die Befunde von Win- 
disch und Boehm, welche kleine Mengen Weinsiure auffanden, 
und die von Kunz und Adam und von Muttelet, welche 
diese Saiure nicht nachzuweisen vermochten. 

Als sicheres Ergebnis der gesamten Arbeiten iiber die 
Sauren der Johannisbeeren bleibt nur iibrig, wenn man alle 
Beobachtungen zusammenfait, daf} in ihnen Zitronensiure ent- 
halten ist. Bemerkenswert ist aber, dafi niemals die Saure 
selbst oder einer ihrer Abkémmlinge analysiert wurde; nur 
einmal stellten Kunz und Adam einigermafien sicher, daf 
die fragliche Séiure Zitronenséure ist, und zwar dadurch, dai 
sie ihr Calciumsalz mikroskopisch betrachteten und die fir 
Calciumcitrat charakteristischen wetzsteinférmigen Kristall- 
individuen beobachteten. 

Ganz unsicher ist es, ob Apfelsiure in den Johannisbeeren 
enthalten ist oder nicht. In so grofien Mengen, wie sie von 
Scheele, Bérard und von Albahary aufgefunden wurde, 
ist sie jedenfalls nicht vorhanden, denn dann hatte sie von 
Kunz und Adam nach ihrer Methode entdeckt werden miissen. 
Die beiden Forscher konnten noch 1°/, den Fruchtsaften zu- 
gesetzte Apfelsiure nachweisen und bei einiger Ubung und 
Sorgfalt noch 0,5°/,.. Diese Mengen erscheinen recht klein, 
sie sind aber, wenn man die Gesamtmengen der in den Jo- 
hannisbeeren enthaltenen Saéuren in Betracht zieht, doch recht 
gro. Betrigt der Gesamtgehalt der Friichte an durch Blei- 
acetat fillbaren Siuren 5°/,, dann lift sich Apfelsiure eben 
noch nachweisen, wenn ihre Menge 10°/, davon ausmacht; 
ist sie geringer — 8 bis 9°/, —, dann entzieht sie sich der Be- 
obachtung. Die Methode ist ae jedenfalls nicht geeignet, 
um kleine Mengen Apfelsiure in Fruchtsiften nachzuweisen. 
Das Verfahren von Muttelet, nach welchem ebenfalls keine 
Apfelsiure in den Johannisbeeren gefunden wurde, bietet eben- 
falls keine Gewiihr fiir den Nachweis kleiner Mengen dieser 
Saure neben Zitronensiiure, da von diesem Forscher nicht ge- 
zeigt wurde, dafi kleine Mengen nicht mit der letzteren 
ausfallen. 
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Ahnlich wie bei der Apfelsiiure liegen die Verhiltnisse 
auch bei der Weinsiure. 

Da die bisher angewandten Methoden nicht zureichend 
schienen, um auch die in kleinerer Menge in den Johannis- 
beeren vorkommenden Siuren nachzuweisen, haben wir eine 
andere benutzt, welche darin besteht, daf} die durch Blei fall- 
baren Sauren verestert und ihre Ester der fraktionierten De- 
stillation unterworfen werden. Bei Verarbeitung einer grofien 
Menge Ausgangsmaterial mute es méglich sein, so auch in 
kleinerer Menge vorkommende Sauren in Form ihrer Ester zu 
fassen. Die Methode schien von vornherein auch noch andere 
Vorteile zu bieten. Schon aus dem Siedepunkt des Kster- 
gemisches mufite sich allerlei schliefien lassen. Von den ein- 
zelnen Fraktionen konnte leicht die Verseifungszahl bestimmt 
und dadurch das Aquivalentgewicht der dem Ester zugrunde 
liegenden Siure ermittelt werden. Aus der Alkalisalzlésung 
konnte durch doppelte Umsetzung ein charakteristisches Salz 
erhalten und dieses analysiert werden. Ferner schien es még- 
lich, die Ester in Abkémmlinge von scharfem Schmelzpunkt, 
z. B. die Hydracide und ihre Benzylidenverbindungen, umzu- 
wandeln; diese Kérper konnten auch in kleinen Mengen leicht 
umkristallisiert und in sicher reinem Zustande analysiert werden. 
Bei der Trennung durch Fallungsmethoden fallen alle diese 
Vorteile fort. 

Versuchsteil. 

100 kg Johannisbeeren wurden zerquetscht, ausgeprefit, 
die gewonnenen 58 Liter Saft in Korbflaschen gefillt und so- 
fort mit 1°/0 Toluol kraftig durchgeschiittelt, um Garung zu 
verhindern. 

20 Liter Saft wurden bis annaéhernd zum Sieden erhitzt 
und unter stetigem Umriihren so viel einer kalt gesittigten 
Bleiacetatlésung hinzugefiigt, bis kein Niederschlag mehr ent- 
stand, wozu ungefahr 5,5 Liter notwendig waren. Mit basi- 
schem Bleiacetat fiel kein Niederschlag mehr aus. Nach dem 
Abkiihlen wurde der schiefergraue Niederschlag scharf abge- 
saugt, mit Wasser gut ausgewaschen, mit 8 Liter Wasser fein 
angerieben, durch Schwefelwasserstoff zersetzt, aufgekocht, 
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nach dem Abkiihlen das Bleisulfid abgesaugt und gut mit 
Wasser nachgewaschen. Auf diese Weise wurde der gesamte 
Saft verarbeitet. Insgesamt waren in dem Filtrat vom Blei- 
sulfid 1700 g Trockensubstanz enthalten. Zur Veresterung 
wurde der dritte Teil des Filtrates, mit rund 570 g Trocken- 
substanz, im Vakuum bis zur Syrupdicke eingedampft, der Riick- 
stand noch warm in 400 ccm absolutem Alkohol gelést, der 
Alkohol im Vakuum verdampft und dies Verfahren, um das 
Wasser méglichst zu entfernen, noch einmal wiederholt. Der 
Syrup wurde dann mit.3 Liter absolutem Alkohol durch- 
geschiittelt, wobei reichliche Mengen Pektinstoffe ungelést 
blieben; nach Entfernung dieser wurde so viel kalt gesittigte 
alkoholische Salzsiure hinzugefiigt, dai die Gesamtmenge 
2.5°/o Chlorwasserstoff enthielt, und 5 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Die dunkle Esterlésung wurde im Vakuum zur Syrup- 
dicke eingedampft und der Riickstand mit 3 Liter Ather 
durchgeschiittelt, wobei dunkle Schmieren, die im wesent- 
lichen aus unveresterten Siuren bestanden, zuriickblieben. 
Diese wurden in Wasser gelést und fiir eine spiitere Ver- 
arbeitung zuriickgestellt. 

Die dunkelbraune atherische Lésung der Ester wurde 
sorgfiltig mit Pottaschelésung gewaschen und tiber Natrium- 
sulfat getrocknet. In gleicher Weise wurde das gesamte Fil- 
trat und auch die wifirige Lésung der nicht veresterten 
Saiuren verarbeitet. Dann wurde der Ather abdestilliert und 
der Esterriickstand im Vakuum der gebrochenen Destillation 
unterworfen. 

Zunichst wurden Fraktionen von 80—130°, 130—150°, 
150—169° und von 169—171° aufgefangen; im Kolben blieb 
nur ein ganz geringfiigiger dunkler Riickstand. Héher als 
Zitronensauretriiithylester, dessen Kochpunkt bei 169—171° 
10 mm liegt; siedende Anteile sind also héchstens in ganz 
geringer Menge vorhanden. Bei der ersten Fraktionierung 
wurden rund 1200 g Ester erhalten. Weiter wurde von 10 
zu 10°, dann von 5 zu 5° und schlieflich von 2,5 zu 2,5° 
fraktioniert. Bei der letzten Fraktionierung ergab sich fol- 
gendes Bild: 
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Druck 10 mm. Druck 10 mm. 

Grade 8 Grade s 
bis 80 0,2 127,5—130 3,3 
80 — 85 1,4 130 —132,5 1,2 
85 — 87,5 2,2 132,5—135 2,3 
87,5— 90 1,7 135 —137,5 0,6 
90 — 92,5 1,7 137,5—140 0,4 
92,5— 95 1,4 140 —142,5 0,7 
95 — 97,5 0,6 142,5—145 1,0 
97,5—100 0,1 145 —147,5 0,1 
100 —102,5 0,1 147,5—150 1,7 
102,5—105 0,4 150 —152,5 0,4 
105 —107,5 0,3 152,5—155 2,6 
107,5—110 22 155 —157,5 0,5 
110 —112,5 1,7 157,5—160 1,4 
112,5—115 10,8 160 —162,5 1,1 
115 —117,5 13,7 162,5—165 1,8 
117,5—120 5,6 165 —167,5 70,4 
120 —122,5 18,0 167,5—169 112,7 
122,5—125 11,8 169 —170 763,3 
125 —127,5 3,3 


Aus dem Gewicht der einzelnen Fraktionen geht schon 
mit voller Deutlichkeit hervor, dafi die Menge des Zitronen- 
sdureesters die der anderen Ester bei weitem iibertrifft. Die 
itiber 160° siedenden Anteile sind, wie spiter noch naher zu 
zeigen sein wird, als Zitronensiuretriithylester anzusprechen, 
Sein Gewicht ist 950 g, das der iibrigen Ester 93 g. Seine 
Menge ist also rund 10 mal so grof, wie die der iibrigen Ester. 

Die von 80—110° siedenden Anteile waren gleich nach 
dem Abdestillieren farblos, wihrend die’ iibrigen als schwach 
gelbe Fliissigkeiten iibergingen. Beim Aufbewahren, d. h. inner- 
halb 1—2 Tagen, verinderten viele Fraktionen ihre Farbe, und 
zwar zum Teil ganz erheblich. Die niedrig siedenden wurden 
schwach gelblich, Fraktion 102,5—105° gelbbraun und Frak- 
tion 107,5—110° hellbraun; die zwischen 110—125° sieden- 
den Anteile firbten sich tief dunkelbraun, wihrend die zwischen 
125 ° und 145° siedenden ihre urspriinglich schwach gelbe Farbe 
nur wenig anderten und sie auch bei Jangerem Aufbewahren 
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beibehielten. Die grofje Verinderlichkeit einzelner Fraktionen 
bei kurzem Aufbewahren deutete darauf hin, dafi in ihnen 
vielleicht ungesattigte Kérper enthalten sein kénnten, weshalb 
ihr Verhalten gegen Brom untersucht wurde. LEinige Trépf- 
chen wurden in kleinen Reagenzglaschen in wenig Chloroform 
gelést, einige Trépfchen einer Chloroformlésung von Brom 
hinzugefiigt und die Mischung in hellem Tageslichte stehen 
gelassen. Es zeigte sich, daf} die bis 90° siedenden Anteile 
Bromlésung augenblicklich entfairbten, etwas langsamer die 
von 90—95° siedenden und in 4—5 Minuten die zwischen 95 
und 117,5° iibergegangenen. Dann nahm das Reduktionsver- 
mégen gegen Brom allméhlich ab. So brauchte die von 120 
bis 122,5° siedende Fraktion bereits */, Stunde und die von 
125—127,5° siedende 1 Stunde zur vollstindigen Entfairbung. 
Jedenfalls zeigen die Versuche, daf} unter den niedrig sieden- 
den Estern Kérper vorhanden sind, die sehr leicht mit Brom 
reagieren. 

Um nun weiter in die Zusammensetzung der einzelnen 
Esterfraktionen, namentlich der niedrig siedenden, einzudringen, 
wurde versucht, ihre Verseifungszahl zu bestimmen, um aus 
dieser das Aquivalentgewicht der dem Ester zugrunde liegen- 
den Saiure zu ermitteln. Es zeigte sich jedoch, dafi die Ester 
beim Erwirmen mit Alkali tief dunkel gefirbte Lésungen 
lieferten, so dafi eine glatte Titration unméglich war. Aufer- 
dem zeigte ja die eintretende Dunkelfarbung eine weitgehende 
Zersetzung an, so daf von weiteren Versuchen in dieser Rich- 
tung Abstand genommen wurde. 

Es entstand nun der Verdacht, dai unter den Estern 
vielleicht Ketonsaureester enthalten sein kénnten, und deshalb 
wurde ihr Verhalten gegen Semicarbazidacetat- und gegen 
Phenylhydrazinacetatlésung gepriift. Benutzt wurde die Mi- 
schung einer Liésung von 12 g Semicarbazidchlorhydrat in 
120 cem Wasser und 30 ccm gesittigter Natriumacetatlésung 
und die Mischung einer Lésung von 6 g Phenylhydrazinchlor- 
hydrat in 50 ccm Wasser und 10 ccm gesiattigter Natrium- 
acetatlésung. Etwas dieser Lésungen wurde in kleine Re- 
agenzglaschen gefiillt, einige Trépfchen der betreffenden Fraktion 
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hinzugefiigt und umgeschiittelt. Die bis 102,5° siedenden 
Anteile gaben mit Semicarbazidacetatlésung zunidchst eine klare 
Lésung, die aber bald zu einem farblosen Kristallbrei erstarrte, 
wihrend sie mit Phenylhydrazinacetatlésung sofort ein festes 
gelbes Phenylhydrazon abschieden. Die von 102,5—110° sie- 
denden Anteile gaben mit dem ersten Reagens sehr allmahlich 
farblose kristalline Abscheidungen, wihrend mit dem zweiten 
braune, z. T. halbfeste Ole entstanden. Die von 110—127,5° 
siedenden Anteile gaben mit Semicarbazidlésung sofort dicke 
farblose Niederschlige, wihrend sich mit Phenylhydrazin gelbe 
Ole bildeten. Die von 127,5—157,5° siedenden Anteile gaben 


‘ mit Semicarbazid klare Fliissigkeiten, die auch bei langerem 


Stehen keine Niederschlige fallen lieben, wiahrend mit Phenyl- 
hydrazinacetat gelbe Triibungen entstanden, deren Menge mit 
dem Steigen des Siedepunktes allmahlich abnahm. Die Ver- 
suche zeigen jedenfalls, dafi in einzelnen Fraktionen, nament- 
lich in den niedrig siedenden, carbonylhaltige Kérper vorhan- 
den sind. 

Aus den zwischen 85 und 95° siedenden Anteilen wurden 
durch Schiitteln mit Phenylhydrazinacetatlésung grébere Mengen 
des Phenylhydrazons gewonnen, welches nicht ganz scharf bei 
100—106° schmolz. Durch Umkristallisieren aus Benzin ent- 
standen derbe rotbraune Kristiillchen, die bei 105—107° 
schmolzen. Mehrmaliges Umkristallisieren ainderte die Eigen- 
schaften nicht. Stickstoffbestimmungen deuteten auf Liivu- 
linsiureaithylesterphenylhydrazon hin. 


0,1142 g Substanz gaben 11,4 ccm N_ (17,5°, 757 mm) 


0,1067 g * o 10,7 ccm N (17,5°, 757 mm) 
Ber. f. C,,;H,,O.N, Gef. 
1197 4, a 11,70—11,75 °/, N. 


Es entstanden zunichst Zweifel, ob in dieser Substanz 
tatsichlich der vermutete Kérper vorlag, da seine EKigen- 
schaften mit den im Schrifttum angegebenen nicht ganz iiber- 
einstimmten. Nach Emil Fischer’) soll der Stoff bei 110° 
schmelzen. Arthur Michael?) gibt den Schmelzpunkt zu 





1) A, 286, 148 (1886). 
>) J. pr. (2) 44, 114 (1891). 
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106—108° an; beim Aufbewahren des Koérpers tritt nach 
letzterem Forscher allméhlich Verfliissigung ein; iiber die Farbe 
ist nichts angefiihrt. Der Schmelzpunkt des Phenylhydrazons 
aus den Ksterfraktionen stimmte mit den Angaben von 
Michael iiberein; allmihliche Verfliissigung zeigte sich erst 
nach 1 Monat. Um die Ubereinstimmung beider Kérper fest- 
zustellen, wurde aus von Kahlbaum bezogenem Livulinsaure- 
ester das Phenylhydrazon in gleicher Weise, wie aus den Ester- 
fraktionen hergestellt. Der Kérper schied sich in farblosen 
Flocken ab und gab beim Umkristallisieren aus Benzin farb- 
lose Nidelchen, die sich an der Luft bald gelb farbten, bei 
105—106° schmolzen und sich innerhalb weniger Tage in eine 
gelbe schmierige Masse umwandelten. Der aus den Kster- 
fraktionen erhaltene K6érper bestand aus derben rotbraunen 
Kristillchen, die sich erst nach 4 wéchentlichem Aufbewahren 
verfliissigten. Trotz dieser Verschiedenheiten der beiden Stoffe 
mufZ angenommen werden, daf} in dem fraglichen Phenylhydr- 
azon Liivulinsiiureithylesterphenylhydrazon vorliegt, denn wie 
weiter unten gezeigt werden soll, ist das aus den gleichen 
Fraktionen gewonnene Semicarbazon sicher Livulinsiureiithyl- 
estersemicarbazon. Worin die Ursache der Verschiedenheit 
der beiden Kérper liegt, lafit sich schwer sagen; méglicher- 
weise wird sie durch kleine Mengen schwer entfernbarer Ver- 
unreinigungen bedingt, méglich ist aber auch, dafi Stereoiso- 
merie vorliegt. Die Ausbeuten an Hydrazon aus den einzelnen 
Fraktionen waren die folgenden: 


85 —87,59 829, 
87,5—90° 82 9/, 
90 —92,59 89. %, 
92,5—95 ° 79 °/, 


Die Ausbeute aus dem Kahlbaumschen Lavulinsaureathyl- 
ester betrug 100°. Da®B die Ausbeute an Hydrazon aus den 
Esterfraktionen nicht den Betrag von 100 °/o erreichte, spricht 
dafiir, daf neben dem Liivulinester noch andere Kérper vor- 
handen sind. 


Aus den zwischen 80 und 97,5° siedenden Anteilen wur- 
den durch Eintragen in Semicarbazidlésung gréfere Mengen 
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Semicarbazon dargestellt. Aus allen Fraktionen entstanden 
glinzende Blittchen, die bei 147—150° schmolzen, nach dem 
Umkristallisieren aus Benzol farblose glinzende Blattchen, die 
den Schmelzpunkt 150—153° zeigten. Stickstoffbestimmungen 
deuteten auf Livulinsiureithylestersemicarbazon hin. 

3,094 mg Substanz gaben 0,551 cem N (17,5°, 764 mm) 


2,611 mg " » 0,470 cem N (17°, 760 mm) 
Ber. f. C,H,,O,N, Gef, 
20,93 °/, N 20,99—21,17°/, N 


Um zu sehen, ob in dem fraglichen Kérper tatsichlich 
Lavulinsdéureaithylestersemicarbazon vorlag, wurde auf die 


gleiche Weise, wie aus den einzelnen Fraktionen, aus von Kahl- 


baum bezogenem Livulinséiureester das Semicarbazon herge- 
stellt. Aus Benzol farblose gliinzende Blittchen, die den glei- 
chen Schmelzpunkt, wie das aus den Esterfraktionen gewonnene 
Semicarbazon, zeigten. Die Ausbeute an Semicarbazon aus dem 
Kahlbaumschen Ester betrug 93°/o; aus den verschiedenen 
Esterfraktionen wurden folgende Ausbeuten erhalten: 


80 —85° 48°/, 
85 —87,5° 847, 
87,5—90° 72°, 
90 —92,59 72), 
92,5—95° 72°/, 


95 —97,5° 43°/, 

Die Ausbeuten erreichen nicht die aus dem Kah! baum- 
schen Ester; das spricht auch wieder dafiir, dafi in den niedrig 
siedenden Esterfraktionen auf er Lavulinsduredithylester noch 
andere Stoffe vorhanden sind. 

Die Versuche zeigen mit Sicherheit, daf die 
niedrig siedenden Esterfraktionen zum gréften 
Teil aus Livulinséiureithylester bestehen. 

Aus den zwischen 107,5 und 122,5° siedenden Anteilen, 
welche élige Phenylhydrazone und sofort feste Semicarbazone 
lieferten, wurden gréfiere Mengen der letzteren hergestellt. 
Es waren gelbe Pulver, die unscharf zwischen 150 und 160° 
schmolzen. Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Alkobol 
wurden farblose mikrokristalline Pulver erhalten, die den 
Schmelzpunkt 163—164° zeigten. 
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0,1000 g Substanz gaben 0,1880 g CO, u. 0,0535 g H,O 


0,2169 g = » 0,4088¢ ,, ,, 0,1160¢ _,, 
0,1000 g 5 17,0cem N_ (17°, 760 mm) 
0,0500 g ” » &4cem N (14° 765 mm) 


Aus den Analysen berechnet sich die Molekularformel zu 
C,H,ON; da aber ein Semicarbazon vorliegt, muB sie minde- 
stens verdreifacht werden, also C,H,,0,N;. 


Ber. f. C,H,,O,N; Gef. 
51,44°%o C 51,29—51,42°/, C 
5,75°/, H 5,99— 5,98°/, H 
20,01°/, N 20,00—20,11°/, N 


Welche Konstitution dem Kérper zukommt, darauf soll 
weiter unten eingegangen werden. 

Aus den Zwischenfraktionen wurden noch weitere Semi- 
carbazone erhalten, die zwischen 130—140° schmolzen; in 
ihnen liegen héchstwahrscheinlich Gemische von Livulinsiure- 
iithylestersemicarbazon und dem Semicarbazon C,H,,0,N, vor. 

Woher stammt nun die Lavulinsiure und der andere dem 
Semicarbazon C,H,,0,N, zugrunde liegende Kérper? 

Es liegt natiirlich die Méglichkeit vor, dafi sie urspriing- 
lich m den Johannisbeeren vorhanden waren, aber das Auf- 
treten von Livulinsiure weist doch stark darauf hin, daB 
wenigstens sie ein Kunstprodukt ist, entstanden durch Ein- 
wirkung von Siéuren auf den in den Friichten enthaltenen 
Zucker. Die Saéuren wurden durch Bleiacetat ausgefallt und 
Zuckerarten sind im allgemeinen durch dieses Reagens nicht 
fillbar. Es besteht aber immerhin die Méglichkeit, daf durch 
die grofien Mengen amorpher Bleisalze Zucker adsorbiert wird, 
der durch Auswaschen auf der Nutsche nicht leicht entfernt 
werden kann. Der so adsorbierte Zucker geht dann in das 
Filtrat vom Bleisulfid iiber und wird nachher bei der Ver- 
esterung mit alkoholischer Salzsiure in Liavulinsiéiure bezw. 
ihren Ester verwandelt. Es besteht aber auch noch die Még- 
lichkeit, da in den Friichten Glukoside von Oxysiuren vor- 
handen sind, worauf Emil Fischer’) hinweist. Derartige 





1) B. 46, 3286 (1913). 
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Glukoside, die ja saure Natur besitzen, sind héchstwahr- 
scheinlich durch Beiacetat fiallbar und gelangen mit den an- 
deren Siuren zur Veresterung, wobei sie in Séiure und Zucker 
gespalten werden, und der letztere liefert dann die Liivulin- 
siure. Eine Entscheidung, ob die beiden carbonylhaltigen 
K6rper urspriinglich in den Johannisbeeren enthalten waren 
oder ob sie Kunstprodukte seien, mufite sich durch die Unter- 
suchung der Einwirkung von alkoholischer Salzsiiure auf 
Zucker treffen lassen; bildeten sie sich hierbei ebenfalls, so 
lie sich mit recht grofier Sicherheit behaupten, daf} sie Kunst- 
produkte sind. 

100 g Rohrzucker wurden mit 400 ccm absolutem Alkohol 
iibergossen und so viel kalt gesiittigte alkoholische Salzsiure 
hinzugefiigt, da die Lisung 2,5°/o Chlorwasserstoff enthielt; 
in der Kalte trat anscheinend keine Veranderung ein. Beim 
Kochen farbte sich die Lésung tief dunkel und der Zucker 
ging allmahlich in Lésung. Nach 5dstiindigem Kochen wurde 
der Alkohol im Vakuum abdestilliert und der zuriickbleibende 
dunkle Syrup mit 1 Liter Ather durchgeschiittelt, wobei recht 
erhebliche Mengen dunkler Schmieren ungelést zuriickblieben. 
Die dunkle atherische Lésung wurde sorgfialtig mit Pottasche- 
lésung gewaschen, dann tiber Natriumsulfat getrocknet, der 
Ather abdestilliert und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. 

Druck 10 mm 
92—100° 5,8 g 
100—110° 4,5 2g 
110-117 6,7g 

Die ersten beiden Fraktionen waren farblos, die dritte 
gelb. Alle Fraktionen farbten sich schon bei kurzem Aufbe- 
wahren braun, lieferten in frisch destilliertem Zustande mit 
Alkali tief dunkle Lésungen und entfirbten eine Bromlésung 
in Chloroform rasch. Sowohl der Siedepunkt als auch das 
Verhalten beim Aufbewahren, gegen Alkali und gegen Brom- 
lésung stimmt mit den Kigenschaften der Esterfraktionen aus 
den Johannisbeeren, welche die carbonylhaltigen Kérper ent- 
hielten, tiberein. Aus den niedrig siedenden Fraktionen konnte 
durch Einwirkung von Semicarbazid Livulinsiureithylester- 
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semicarbazon vom Schmelzpunkt 152—153° gewonnen werden 
und aus den héher siedenden das Semicarbazon C,H,,0,N, vom 
Schmelzpunkt 165°. Bei der Einwirkung von alkoholischer 
Salzsiure auf Rohrzucker entstehen also die gleichen carbo- 
nylhaltigen Kérper, wie sie auch in dem Estergemisch aus 
Johannisbeeren gefunden wurden. 

Welche Konstitution kommt nun dem Semicarbazon 
C,H,,0,N, zu? Aus den Untersuchungen von Kiermayer'’) ist 
bekannt, daf} als Zwischenprodukt bei der Laevulinsiéurebildung 
aus Hexosen Oxymethylfurfurol (Formel I) entsteht; es diirfte 
wohl wahrscheinlich sein, daf} dieser Kérper auch bei der 
Einwirkung von alkoholischer Salzsiiure auf Hexosen gebildet 
wird; das Oxymethylfurfurol kann dann durch Einwirkung 
von alkoholischer Salzsiure einmal am Hydroxyl veriathert 
und dann am Carbonyl acetalisiert werden, dafi also das 
Acetal des Athoxymethylfurfurols (Formel II) entsteht; dieses 
Acetal wiirde dann mit Semicarbazid das Semicarbazon des 
Athoxymethylfurfurols (Formel III) von der Zusammensetzung 
C,H,,0O,N, geben. 


CH—CH CH—CH 0-—C,H, 
| ll 
HO—H,C—C C—C=0O 4.¢,-0-H,C-O 6-0) 
“” % a 
O H 0 O—C,H, 
I II 
CH—CH 
| 
H,C—C C—CH=N— 
| | 
O Bd NH 
| | 
C,H, CO 
| 
NH, 
III 


Ob dem Semicarbazon C,H,,0,N, tatsiichlich die ange- 
nommene Konstitution zukommt, sollen weitere Versuche tiber 
die HKinwirkung von alkoholischer Salzsiure auf Zucker lehren. 





t) Chem. Ztg. 19, 1004 (1895). 
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Die Versuche zeigen jedenfalls mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit, daf die unter den Estern aus Johan- 
nisbeeren aufgefundenen carbonylhaltigen Kérper 
Kunstprodukte sind und der EHinwirkung von alko- 
holischer Salzsiure auf Zucker ihre Entstehung 
verdanken. — 

Die hdher als 125° siedenden Fraktionen wurden nun 
weiter systematisch der Einwirkung von Hydrazinhydrat unter- 
worfen, um zu festen Saéurehydraziden und ihren Benzyliden- 
verbindungen zu gelangen, die sich durch Schmelzpunkt und 
Analyse leicht kennzeichnen lassen mufiten. 

Zunichst wurden die Fraktionen von 125—145° in Arbeit 
genommen, wobei die Darstellung der Hydrazide immer in 
folgender Weise durchgefiihrt wurde: der Ester wurde in der 
dreifachen Gewichtsmenge absolutem Alkohol gelést und ein 
Uberschuf von Hydrazinhydrat (berechnet fiir den aus dem 
Siedepunkt vermuteten Ester, im vorliegenden Falle Apfel- 
sdurediithylester) hinzugefiigt und das Gemisch 1/, Stunde 
auf dem siedenden Wasserbade erhitzt; schon nach kurzem 
Sieden fiel eine farblose kristalline Masse aus. Nach dem 
Erkalten wurde abgesaugt, mit Alkohol nachgewaschen und 
getrocknet. Die Rohprodukte schmolzen meistens unscharf 
zwischen 170—180°. Sie wurden durch Umkristallisieren aus 
Alkohol gereinigt und dabei farblose mikrokristalline Pulver 
erhalten, die bei 177—178° schmolzen. Die angefiihrten 
Eigenschaften kommen nun nach Theodor Curtius und 
Carl von Hofe’) dem Apfelsiuredihydrazid zu; es ist nach 
diesen Forschern ein weifies amorphes Pulver, welches bei 
177,5° schmilzt. Zum Vergleich wurde noch aus reinem 
Apfelsiurediathylester unter gleichen Umstiinden wie aus den 
Esterfraktionen das Hydrazid dargestellt und in seinen Eigen- 
schaften iibereinstimmend mit dem aus den Johannisbeeren 
erhaltenen gefunden. Bei diesen Versuchen wurden aus den 
einzelnen Esterfraktionen Hydrazide von folgendem Schmelz- 
punkt und die folgenden Ausbeuten erhalten: 





') J. pr. (2) Bd. 95, S. 209 (1917). 
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An- 
S.-P, F.-P. gewandte Ausbeute an 
: Ester- Hydrazid 
der Esterfraktion des Hydrazids menge 
in g mg | »%, 
125 —127,5° 177—179° 2,4 1,6 78 
127,5—130° 177—179° 2,5 1,7 80 
130 —132,5° 177—180° 2,1 1,4 78 
132,5—135° 178—180° 2,4 1,3 64 
135 —137,5° 178—175° 0,5 0,3 70 
137,5—140° 173—174° 0,3 0,2 78 
142,5—145° 170—173° 0,8 0,3 44 
Apfelsiureester 177—179 5,0 3,4 80 














Die Hydrazide aus den letzten Fraktionen waren etwas 
schmierig, ein Zeichen dafiir, dafi ihnen schon geringe Mengen 
Zitronensiuretrihydrazid beigemengt waren. Daf in den bei 
177—180° schmelzenden Hydraziden tatsichlich Apfelsaure- 
dihydrazid vorlag, wurde noch durch Stickstoffbestimmungen 
des Hydrazids aus der Fraktion 125—127,5° bestatigt 


0,1030 g Substanz gaben 30,5 com N (17°, 758 mm) 


0,1041 ¢ " “ 30,5 , 4 (16°, 754 mm) 
Ber, f. C,H,,0;N, Gef. 
34,57 °/, N 34,76—34,35°/, N 


Aufierdem wurde aus diesem Hydrazid noch die Diben- 
zylidenverbindung dargestellt. 1,0g Hydrazid wurde in 50 ccm 
Wasser geldést, 2 Tropfen verdiinnte Salzsiure und 1 ccm Benz- 
aldehyd hinzugefiigt und kraftig umgeschiittelt, wobei sich 
die Benzylidenverbindung als farblose flockige Masse abschied ; 
nachdem das Gemenge noch 2 Stunden unter éfterem Um- 
schiitteln gestanden hatte, wurde abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und aus verdiinntem Alkohol umkristalli- 
siert. Farbloses Pulver, welches den von Curtius und von 
Hofe angegebenen Schmelzpunkt 164° zeigte. Ausbeute 1,5 g. 
Auch der Siedepunkt der Esterfraktionen stimmt mit denen 
des Apfelsiurediithylesters, der nach dem Schrifttum bei 
129° 12 mm liegen soll, iiberein. 

Aus den Versuchen geht mit Sicherheit hervor, 
daB die zwischen 125 und 145° siedenden Anteile der 
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Ester aus Johannisbeeren im wesentlichen aus Apfel- 
siurediithylester bestehen. 

Bei den zwischen 145 und 155° siedenden Anteilen sollte 
sich Weinsiurediithylester finden, falls Weinsaéure in den 
Johannisbeeren vorhanden ist, denn der Ester siedet nach den 
Angaben von Theodor Curtius und Christian Ohlgart') 
bei 148° 9mm und 150° 11 mm. Die Menge der zwischen 
145 und 150° siedenden Kster ist sehr geringfiigig, sie betrigt 
nur 4,8 g, was 0,4°/c der Gesamtestermenge ausmacht. Die 
einzelnen Fraktionen wurden in der gleichen Weise wie die 
vorhergehenden in Hydrazide umgewandelt; diese waren aber 
schmierig, und solche Hydrazide treten bei der Einwirkung von 
Hydrazinhydrat auf Zitronensiuretriithylester auf, wiéihrend 
Weinsiurediathylester nach Curtius und Ohlgart ein schin 
kristallisierendes Hydrazid vom Schmelzpunkt 183° liefert. 
Ferner wurde noch von der Fraktion 147,5—150°, in welcher 
nach dem Siedepunkt eventuell reiner Weinsiurediithylester 
vorliegen konnte, eine Bestimmung der Verseifungszahl gemacht. 

1,1008 g Ester wurden mit 80 ccm n/5-NaOH iibergossen; 
beim Umschiitteln trat nicht sofort Lésung ein, die Ester- 
tropfen fiarbten sich aber sofort gelbbraun. Beim Erwirmen 
auf dem Wasserbade léste sich der Ester mit tief brauner 
Farbe; nach '/,stiindigem Erwirmen wurde abgekiihlt und 
die nicht verbrauchte Lauge mit n/5-HNO, zuriicktitriert, 
wobei der Neutralisationspunkt wegen der dunklen Farbe der 
Lésung durch Tiipfeln auf Lackmuspapier ermittelt wurde. 
Verbraucht wurden 24,9 ccm n/10-HNO,. Zur Verseifung 
des Esters verbrauchte n/5-Lauge 55,1 cem. Daraus berechnet 
sich das Molekulargewicht des Esters, unter der Annahme, 
dafi ihm eine zweibasische Siure zugrunde liegt, zu 199,8, 
wahrend Weinsiurediathylester das Molekulargewicht 206 be- 
sitzt. Die Ubereinstimmung ist befriedigend. Um aber zu 
der Uberzeugung zu gelangen, daB in der Fraktion tatsiichlich 
Weinsaurediathylester vorlag, wurde die neutralisierte Lisung 
so weit eingedampft, dafi sie 1°/o Weinsiure enthalten mutfite, 





') J. pr. (2) Bd. 95, 8S. 214 (1917). 
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und mit einem Teil der Lésung eine Reihe von Fiallungs- 
reaktionen angestellt, auf die weiter unten noch zuriickzu- 
kommen sein wird. Der Rest der Lésung wurde in der 
Warme mit Bleiacetat gefillt, der Niederschlag abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen, zuerst im Vakuum und dann bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und der Bleigehalt 
durch Abrauchen mit Schwefelsiure und wigen des Bleisul- 
fates ermittelt 
0,5092 g Substanz gaben 0,4899 g PbSO, 
Ber. f. weinsaures Blei C,H,0O, Pb Gef. 
58,32°/, Pb 65,62°/, Pb 
Gleichzeitig wurden mit reinem von Kahlbaum bezogenem 
Weinsiurediithylester analoge Versuche angestellt. 1,1022 g 
Ester wurden mit 100 ccm n/5-NaOH iibergossen; beim Um- 
schiitteln trat schon in der Kialte augenblicklich Lésung ein, 
ohne dafi sich eine Farbeninderung bemerkbar machte. Die 
Mischung wurde noch 1/, Stunde auf dem siedenden Wasser- 
bade erhitzt, wobei sie vollstindig farblos blieb, und nach dem 
Abkiihlen die nicht verbrauchte Lauge mit n/5-HNO, unter 
Benutzung von Phenolphtalein als Anzeiger zuriicktitriert. Ver- 
braucht 44,7 ccm n/5-HNO,. Zur Verseifung des Esters ver- 
brauchte n/5-Lauge 55,3 ccm. Gefundenes Molekulargewicht 
des Esters 199,3, ber. 206. Die neutralisierte Lésung wurde 
so weit eingedampft, daB sie 1°/o Weinsiure enthielt und mit 
dieser, ebenso wie mit der aus der bei 147,5—150° siedenden 
Fraktion erhaltenen, eine Reihe von Fallungsreaktionen mit Lé- 
sungen verschiedener Metallsalze (Ca, Ba, Pb, Hg, Zn, Cd, Ag, Fe) 
angestellt, die aber nicht iibereinstimmten. Aus dem Rest 
der Lisung wurde ebenso wie vorher das Bleisalz gewonnen 
und analysiert. 
0,5279 g Substanz gaben 0,4516 g PbSO, 
Ber. f. C,H, O, Pb Gef. 
58,32°/, Pb 58,34°/, Pb 
In der Fraktion 147,5—150° liegt sicher kein reiner 
Weinsaurediithylester vor, denn bei der Einwirkung von Lauge 
verhalten sich beide ganz verschieden; auferdem gaben die 


Salzlésungen nicht iibereinstimmende Fallungsreaktionen und 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXY. 3 
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weiter besitzen die Bleisalze einen abweichenden Bleigehalt. 
Ferner geben die zwischen 145 und 155° siedenden Anteile 
Hydrazide, wie sie zunichst bei der Einwirkung von Hydrazin- 
hydrat auf Zitronensiuretriithylester entstehen, wihrend Wein- 
siurehydrazid gut kristallisiert. 

Aus den Versuchen geht hervor, dai die zwi- 
schen 145 und 155° siedenden Anteile in der Haupt- 
sache jedenfalls nicht aus Weinsiurediadthylester 
bestehen; wenn in ihnen tiberhaupt dieser Ester vor- 
handen ist, dann jedenfalls nur in kleinen Mengen. 

Die von 155—160° siedenden Anteile gaben schmierige 
Hydrazide; sie dirften also auch im wesentlichen aus Zitronen- 
siuretriithylester bestehen. Die von 160—170° siedenden 
Anteile sind ebenfalls dieser Ester, denn sein Siedepunkt liegt 
bei 169—170° 10mm. Daf die Hauptmenge tatsiichlich dieser 
Ester ist, wurde noch durch eine Elementaranalyse der Fraktion 
169—170° bestitigt. 

0,1444 g Substanz gaben 0,2741 g CO, und 0,0954 g H,O 


0,0965 g i » 0,1828¢g , , 0,0622¢ , 
Ber. f. C,. Ho, O, Gef. 
52,15°/, C 51,78--51,68 °/, C 
7,30°/, H 7,39—7,21°/, H 


Ferner wurde durch Verseifung das Molekulargewicht ermittelt. 

1,0068 g Substanz verbrauchten 54,2 com n/5-NaOH. 

Ber. M.-G. 276,2. Gef. M.-G. 278,7. 
Dann wurde noch nach der Vorschrift von Theodor Curtius 
und Friedrich Sauvin’) das Hydrazid dargestellt, welches 
den angegebenen Schmelzpunkt 106—107° besaf}. Aus dem 
Hydrazid wurde noch die Tribenzalverbindung bereitet; sie 
zeigte allerdings nicht die Eigenschaften, wie sie von den 
beiden eben erwahnten Forschern gefunden wurden. Aus Pyri- 
din wurde ein farbloses Pulver vom Schmelzpunkt 206° er- 
halten; durch Auskochen mit Alkohol stieg der Schmelzpunkt 
auf 218°, wahrend Curtius und Sauvin aus verdiinntem 
Alkohol schéne langliche farblose Kristalle vom Schmelzpunkt 
227° erhielten. Unser Koérper war in Alkohol unléslich; Stick- 





1) J. pr. (2) Bd. 95, S. 246 (1917). 
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stoffbestimmungen gaben jedoch gut auf Tribenzalzitronensiure- 
hydrazid stimmende Werte. 


0,1500 g Substanz gaben 21,7 ccm (N 18°, 762 mm). 


0,1500¢ , , 21,5 , , (16°, 762 mm). 
Ber. f. C,, H.,0,N, Gef. 
16,87°/, N 17,01—16,97°/, N 


Aus den Versuchen folgt, dai die héher als 160° 
siedenden Fraktionen aus Zitronensiuretriathyl- 
ester bestehen. 

Uber die durch Bleiacetat fallbaren Siuren der Johannis- 
beeren lift sich auf Grund unserer Untersuchungen aussagen, 
da® in ihnen Zitronensiiure und Apfelsiiure sicher vorhanden 
sind, Weinsiiure dagegen nicht oder héchstens in Spuren. Die 
Zitronensiure iiberwiegt bei weitem. Wenn die Gesamtester- 
menge der letzten Fraktionierung zugrunde gelegt wird — 
1043 g —, dann betrigt das Gewicht des Zitronensiureesters 
950 g. Die Menge des Apfelsiiureesters ist demgegeniiber sehr 
gering; sie betrigt, wenn die Fraktion von 125—145° als 
Apfelsiureester angesehen wird, worauf die Bildung von Apfel- 
sduredihydrazid bei der Kinwirkung von Hydrazinhydrat hin- 
deutet, 12,8 g; die Fraktionen enthalten aber sicher schon 
kleine Mengen Zitronenséureester. Wahrscheinlich sind auch 
in den niedriger siedenden Fraktionen schon kleine Mengen 
Apfelsiiureester vorhanden; sie kénnen aber nicht allzu grob 
sein, da noch die Fraktionen von 120—125° reichliche Mengen 
Athoxymethyl-furfurol-semicarbazon liefern; wenn die Menge 
des Apfelsiiureesters zu rund 20 g angenommen wird, so ist 
sie sicher nicht zu gering geschitzt. Den 20 g Apfelsiure- 
ester entsprechen rund 14 g Apfelsiure und den 950 ¢ Zi- 
tronensiiureester rund 663 g Zitronensiure. Unter der Vor- 
aussetzung, daf} beide Saiuren zu gleichen Prozenten verestert 
werden, ist in den Johannisbeeren die Menge der Zitronen- 
siure rund 47 mal so grof wie die der Apfelsiure. Ob aufer 
Zitronensiure und Apfelsiure auch noch andere durch Blei- 
acetat fillbare Siuren, deren Ester niedriger als der Apfel- 
siurediathylester sieden, wie z. B. Oxalsiure, Bernsteinsdure, 
Fumarsiaure usw., in den Johannisbeeren enthalten sind, lait 
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sich nicht mit Sicherheit sagen, da ihre Erkennung ja durch 
die verhiltnismafig grofien Mengen des aus dem Zucker stam- 
menden Livulinsiureesters und des Athoxymethy] - furfurol- 
acetals gestért wird. Wahrscheinlich ist es aber, dafi solche 
Sdéuren vorhanden sind, wie schon weiter oben angedeutet 
wurde. Recht sicher diirfte sein, dafi Saiuren, die héher als 
Zitronensauretriithylester siedende Ester liefern, nicht in den 
Johannisbeeren vorkommen. 

Durch den Nachweis, dafi in den Johannisbeeren neben 
erofen Mengen Zitronensiiure kleine Mengen Apfelsiure und 
keine Weinsaure, oder diese héchstens in Spuren, vorhanden 
sind, ist bewiesen, daf} die bisher zur Auffindung der Siuren 
in dieser Frucht angewandten Methoden unzureichend sind. 
Scheele, Bérard und Albahary fanden sehr erhebliche 
Mengen Apfelsiure, welche die der Zitronensiiure zum Teil 
bei weitem iiberstieg, wihrend tatsichlich die erste Saéure nur 
in sehr kleinen Mengen vorhanden ist. Kunz und Adam und 
auch Muttelet fanden keine Apfelsiiure, wihrend sie tat- 
sichlich in den Johannisbeeren vorkommt. Windisch und 
Boehm fanden Weinsiure; sie ist aber sicher nicht in der von 
ihnen angenommenen Menge vorhanden. Die von den verschie- 
denen Forschern benutzten Methoden sind nun nicht nur auf 
die Johannisbeeren angewandt worden, sondern auch noch auf 
eine grofie Reihe anderer Friichte; sie sind sicher in diesen 
Fallen auch unzureichend, und deshalb ruhen unsere Kenntnisse 
der Fruchtsiuren auf recht unsicherer Grundlage. 

Daf} ein grofier Teil der bisher zur Untersuchung der 
Fruchtsiuren angewandten Verfahren unzulinglich ist, lafit 
sich von vornherein sagen, da in den meisten Fallen ein an 
einer bestimmten Stelle des Untersuchungsganges ausfallender 
Niederschlag ohne weiteres als ein bestimmtes chemisches 
Individuum angesprochen wird. Das ist schon bei der Unter- 
suchung von Gemischen anorganischer Kérper, bei welcher 
doch die Verhiltnisse recht durchsichtig sind, absolut unzu- 
lissig, vielmehr aber noch bei der Untersuchung von Gemischen 
organischer Kérper, wie sie in Fruchtsaéften usw. vorliegen. 
Nur in vereinzelten Fallen wird man sich hier mit qualitativen 
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Proben begniigen kénnen; in den allermeisten Fiillen mufi 
unbedingt verlangt werden, dafi die an einer bestimmten Stelle 
des Untersuchungsganges erhaltenen Kérper durch quantitative 
Analysen, sei es nun des Stoffes selbst oder seiner Abkémm- 
linge, durch Schmelzpunkt usw. gekennzeichnet werden. Nur 
wenn das der Fall ist, kann mit Sicherheit behauptet werden, 
dafi ein bestimmter Kérper in einem aus Pflanzen gewonnenen 
Gemisch enthalten ist. 

| Die Methode zur Trennung der in den Friichten enthal- 
tenen Saiuren durch fraktionierte Destillation ihrer Ester ist 
jedenfalls den andern weit tiberlegen, da sie einerseits ge- 
stattet, bei Anwendung von gréferen Materialmengen auch in 
verhiltnismifig kleiner Menge vorhandene Sauren sicher auf- 
zufinden und andererseits erlaubt, die Ester leicht in gut kri- 
stallisierende, leicht zu reinigende Kérper iiberzufiihren. Sie 
leidet noch an dem Ubelstand, daB niedriger als Apfelsiure- 
diithylester siedende Ester, wegen der Bildung von Livulin- 
ester und Athoxymethylfurfurol, nur schwer erkannt werden 
kénnen. Wie diesem Ubelstand zu begegnen ist, dariiber soll 
nichstens berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


In den Johannisbeeren sind grofe Mengen Zi- 
tronensiure und kleine Mengen Apfelsiure enthalten, 
und zwar ist die Menge der ersten Saure ungefihr 
47 mal so groh wie die der letzten; Weinsiure ist 
nicht oder nur in Spuren vorhanden; Siuren, die 
hoher als Zitronenséuretriathylester siedende Ester 
liefern, sind in dem durch Bleiacetat faillbaren An- 
teil héchstens in ganz geringer Menge vorhanden. 

Die meisten der bisher zur Untersuchung der 
Fruchtsiuren angewandten Methoden sind unzuling- 
lich, so dafi unsere Kenntnisse iiber das Vorkommen 
dieser Stoffe auf unzureichender Grundlage beruhen. 




















Vergleichende Untersuchungen 
iiber die chemische Zusammensetzung von menschlichen 
Nageln aus verschiedenen Lebensaltern. 


Von 


Assistent Dr. med. Hedwig Langecker. 





(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Prager Universitiit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mirz 1921.) 





Uber die Chemie der Nagelsubstanz finden sich nur wenige 
Angaben in der Literatur. Mulder teilt eine Elementar- 
analyse (51° C, 6,94°/o H, 17,5% N, 2,8% S, 21,85°/o O) 
mit, Buchtula’) eine Cystinbestimmung, Unna’) eine Unter- 
suchung des Fettes. In Hammarstens Lehrbuch (8. Aufl. 
1914, S. 789) ist darauf hingewiesen, daf} die Nagel reich an 
Kalziumphosphat sind, wihrend die Vogelfedern reich an Sili- 
ciumdioxyd sind. Welche Ursachen die Konsistenzunterschiede 
von menschlichen Nageln in verschiedenen Altersperioden und 
auch bei manchen Erkrankungen haben, ob sie auf einen ver- 
schiedenen Gehalt an anorganischen Einlagerungen zuriick- 
zufiihren sind oder auf verschiedene Formen der Keratin- 
substanzen (Jugend- und Altersformen), dafiir fehlen analytische 
Belege. Auf den Wunsch von Herrn Prof. Zeynek habe ich 
es unternommen, einige Daten in dieser Hinsicht beizubringen, 
und zwar durch Untersuchung von menschlichen Niageln aus 
verschiedenen Lebensaltern, die als normale angesehen werden 
konnten. 

Die Untersuchung erstreckte sich auf: Wassergehalt, 
Atherextrakt, Asche, Stickstoff und Schwefel. Die Nigel 
wurden mit einer Schere weitgehend zerkleinert. Durch Trock- 





‘) Diese Zeitschr. Bd. 52, 8. 477. 
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 20, S. 495. 
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nen bei 110° bis zur Gewichtskonstanz wurde der Wasser- 
gehalt bestimmt. Hernach wurde fiinfmal mit Ather extra- 
hiert. Der letzte Ather gab beim Verdunsten keinen Riick- 
stand mehr. Nach der Arbeit von Unna’) kénnen die so er- 
mittelten Werte der aitherléslichen Substanzen nur vergleichs- 
weise dienen, da ohne eingreifendere Behandlung, die aus 
Mangel an Material unterblieb, die Fettextraktion nicht quan- 
titativ erfolgt. Nach der Atherextraktion wurde bei 110° 
getrocknet. Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl! bestimmt. 

Die Schwefelbestimmungen wurden folgendermafen durch- 
gefiihrt : 

In einem Platintiegel blieb die eingewogene Substanz mit 30 Tropfen 
konzentrierter Salpetersiiure 12 Stunden stehen, dann wurde am Wasser- 
bad '/, Stunde bei bedecktem Tiegel erwirmt und 1 Stunde der Siure- 


iiberschufi vertrieben, hernach wurde mit 5 Tropfen einer 30°/, igen 
Natronlauge (e natrio) abgestumpft und mit 4 g Soda und 0,5 g Natrium- 


nitrat vermischt, 2 Stunden am Wasserbad erwiirmt, 1 Stunde im Trocken- 
schrank getrocknet und unter allmihlich gesteigerter Temperatur 1 '/, Stun- 
den bis zum Schmelzen erwirmt. Die erkaltete Schmelze wurde in heifem 
Wasser aufgenommen und filtriert, der Tiegel wurde griindlich mit Wasser 
nachgewaschen und mit dem Waschwasser das Filter ausgewaschen. Im 
Filtrat wurde in der iiblichen Weise das Bariumsulfat gefillt, In einem 
Leerversuch wurde die Korrektur und mit einer bekannten Substanz die 
srauchbarkeit der Bestimmung ermittelt. 

In Ergiinzung zu den gefundenen Zahlen, die keine wesent- 
lichen Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung ver- 
schiedener Nigel aus verschiedenen Lebensperioden ergeben, er- 
schien es wiinschenswert, Sauglingsnégel zu untersuchen. Trotz 
einjihrigen eifrigen Sammelns kam nur so wenig Material zur 
Verfiigung, dafi die Asche-, Stickstoff- und Schwefelbestimmung 
nur auf dem Wege der Mikroanalyse méglich war, die in 
liebenswiirdiger Weise Herr Adjunkt Dr. Halla durchfiihrte, 
dem ich dafiir auch an dieser Stelle meinen besten Dank 
sagen mochte. 

Die untersuchten Nagel stammten von: 1. einem 27- 
jihrigen Mann mit der Todesursache Lungentuberkulose, 2. einer 
29jahrigen Frau mit der Todesursache Lungentuberkulose, 
3. einem 56jahrigen Mann, der durch Selbstmord endete, 4. einer 





1) loc. cit. 
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71jahrigen Frau mit der Todesursache Marasmus, 5. 75jihrigen 
Frau mit der Todesursache Atherosclerosis, 6. von mehreren 
Siuglingen. 

Analysenbelege: 

Fall 1. 2,5142 g lufttrockene Substanz ergaben nach 
dem Trocknen bei 110° 2,0698 g Substanz (10,56 °/o H,0), 
und nach dem Ausiathern 2,0628 g. (0,34°/o adtherlésliche) 
0,3329 g wasserfreie Substanz ergaben beim Veraschen 0,0014 ¢ 
= 0,42 °/o Asche. N: 0,205 g (0,5692 g) Substanz verbrauchten 
beim Kjeldahl 21,5 cm? n/10 H,SO, (61 cm’) entsprechend 
14,7°% (15%) N. Schwefel: 0,201 g (0,1815 g) Substanz er- 
gaben 0,0457 g (0,0388 g) BaSO, entsprechend 3,12 °/o (2,93 °/o) 
Schwefel. 

Fall 2. 2,356 g lufttrockene Substanz ergaben nach dem 
Trocknen bei 110°2,1085 g wasserfreie Substanz (10,51 °/o H,0), 
nach dem Ausithern 2,092 g. (0,76°/o aitherlésliche) 0,2823 ¢ 
wasserfreie Substanz ergaben beim Veraschen 0,0018 g Asche 
= 0,64°%o. N: 0,249 g (0,3967 g) Substanz verbrauchten 
beim Kjeldahl 29,5 cm’ n/10 H,SO, (46,4 cm’) entsprechend 
16,59 (16,38%) N. Schwefel: 0,3841 g (0,3579 g) Substanz 
ergaben 0,0747 g (0,0632 g) BaSO, entsprechend 2,67, 
(2,42 °/o) Schwefel. 

Fall 3. 0,8036 g lufttrockene Substanz ergaben nach dem 
Trocknen bei 110° 0,722 g wasserfreie Substanz (10,15 °/o H,O), 
nach dem Ausithern 0,7178 g. (0,62°/o itherlisliche) 0,2705 g 
wasserfreie Substanz ergaben beim Veraschen 0,0018 g Asche 
= 0,66%. N: 0,1627 g (0,1632 g) Substanz verbrauchten 
beim Kjeldahl 19,5 cm*® n/10 H,SO, (19,5 em’) entsprechend 
16,78°/o (16,75°/0) N. Schwefel: 0,1607 g (0,2292 g) Sub- 
stanz ergaben 0,0304 g (0,0402 g) BaSO, entsprechend 2,59 °/o 
(2,40°/o) Schwefel. 

Fall 4. 2,227 g lufttrockene Substanz ergaben nach dem 
Trocknen bei 110° 1,9947 g wasserfreie Substanz (10,4 °/o H,0), 
nach dem Ausithern 1,9833 g. (0,57°/y atherlésliche) 0,2704 g 
wasserfreie:Substanz ergaben beim Veraschen 0,0009 g Asche 
= 0,33°%o. N: 0,2666 g (0.2169 g) Substanz verbrauchten 
beim Kjeldahl 31,6 cm’ n/10 H,SO, (26,3 em’) entsprechend 
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! 16,59°/o (16,98°%0) N. Schwefel: 0,381 g (0,4452 g) Substanz 
ergaben 0,0812 g (0,0997 g) BaSO, entsprechend 2,92 °/o (3,07 °/o) 
Schwefel. 


Analysenergebnisse in Prozenten. 


Pe ae eT ee Se 





























itherlésliches | Asche Stickstoff | Schwefel 
Fall Wasser |bezogen auf wasserfreie | bezogen auf wasserfreie, 
Substanz ausgeiitherte Substanz 
27 Jahre 
ro) 10,56 0,34 042 | 15 14,7 | 3,12 | 2,93 
Lungen- 
tuberkulose 
29 Jahre 
* 10,51 0,76 0,64 1164 | 16,6] 2,67 | 2,42 
Lungen- | 
tuberkulose 
56 Jahre 
J 10,15 0,62 0,66 116,78) 16,73] 2,59 | 2,40 
Selbstmord | 
71 Jahre | 
o) 10,4 0,57 0,33 16,6 | 17 | 2,92 3,07 
Marasmus 
75 Jahre 
C) 
+ 10,1 0,15 0,32 | 16,6 | 16,8 | 2,88 | 2.87 
Athero- 
sclerosis 
Gemisch 
3. ee 10,3 1,38 0,41 115,85) 15,84] 2,78 
Siiuglings- 
nigeln 
i 




















Fall 5. 1,511 g lufttrockene Substanz ergaben nach dem 
Trocknen bei 110° 1,3583 g wasserfreie Substanz (10,1°/o H,O), 
nach dem Ausathern 1,3563 g. (0,15°/o aitherlésliche) 0,2503 g 
wasserfreie Substanz ergaben beim Veraschen 0,0008 g Asche 
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= 0,32°/o. N: 0,2601 g (0,2231 g) Substanz verbrauchten 
beim Kjeldahl 30,8 cm’ n/10 H, SO, (26,8 cm*) entsprechend 
16,58°/o (16,8°/o) N. Schwefel: 0,2724 g (0,3216 g) Substanz 
ergaben 0,0572 g (0,0674 g) BaSO, entsprechend 2,88°/, 
(2,87 °/o) Schwefel. 

Fall 6. 0,3635 g lufttrockene Substanz ergaben nach dem 
Trocknen bei 110° 0,3260 g wasserfreie Substanz (10,3 °/o H,0), 
nach dem Ausithern 0,5215 g. (1,38 °/o atherlésliche) 14,604 mg 
wasserfreie Substanz ergaben beim Veraschen 0,06 mg = 0,41 °/ 
Asche. N: 3,721 (5,483) mg Substanz ergaben bei T = 14 ° (12°), 
C = 746 (748) mm 0,49 cm? (0,72 em’) N entsprechend 15,35 °/ 
(15,84 °/o). N. Schwefelbestimmung nach Gasparini: 0,1918 g 
Substanz ergaben 0,0385 g BaSO, entsprechend 2,78 °/o Schwefel. 

Die Nagelasche war in allen Fallen in verdiinnter Salz- 
sdure vollkommen léslich. Die erhaltenen Werte sind in der 
vorstehenden Tabelle zusammengestellt. 

Wie die Tabelle zeigt, ergeben sich keine auffallenden 
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung. Besonders 
auffallend ist, dafi der Aschegehalt der Nigel aus verschieden- 
sten Lebensperioden keine wesentlichen Differenzen zeigt. 

Es ist daher anzunehmen, dafi die Konsistenzverschieden- 
heit der Nagel in verschiedenen Altersstufen auf Anderungen 
des colloidalen Zustandes der Keratinsubstanz zu beziehen ist. 

















Uber Darm-Saccharase. 


Von 


H. vy. Euler und 0. Svanberg. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Mirz 1921.) 


Zu den hier mitzuteilenden Versuchen lagen zwei Veran- 
lassungen vor, die zunachst kurz erwiahnt werden sollen. 


I. 


In Mikroorganismen, besonders in Hefen, kann unseren 
friheren Untersuchungen zufolge') die Saccharase quantitativ 
bestimmt werden; sie zeigte sich bei gleichbleibenden physio- 
logischen Verhaltnissen sehr konstant, so dafi z. B. fiir Unter- 
hefe das Inversionsvermégen (Inv.) per Zelle (bei 17° und 
optimaler Aciditit): 
k+g Zucker 

Zellenzahl 
im Verlauf von 8 Jahren den Wert (10 + 2) - 10—-™ beibehielt. 

Hinsichtlich der im menschlichen und tierischen V erdauungs- 
kanal abgesonderten Enzyme ist bis jetzt noch sehr wenig 
Quantitatives bekannt. Die wichtigste Einsicht, welche dies- 
beziiglich gewonnen worden ist, beruht auf den Ergebnissen 
von Pawlow und seiner Schule, nach welchen die Absonderung 
der Verdauungssifte eine Funktion des Reizes durch die ein- 


inv. = 





1) Euler und Svanberg, Diese Zeitschrift Bd. 106, S. 201 (1919). 
— Siehe auch Euler und Asarnoj, Uber Aspergillus niger, Fermentforsch. 
Bd. 3, 8. 318 (1920). — Sjéberg, Enzymatische Untersuchungen an einigen 
Griinalgen, ebenda Bd. 4, 8. 97 (1920). — Euler und Borgenstam, ebenda 
Bd. 4, S. 242 (1921). 
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gefiihrte Nahrung ist. Auch diese auBerordentlich interessanten 
Tatsachen bediirfen der weiteren Ausarbeitung. Besonders 
sind wir iiber die absoluten Wirkungsgréfen der in den 
einzelnen Teilen des Verdauungstraktus zur Verfiigung stehenden 
Enzyme noch gar nicht unterrichtet, und dadurch fehlt auch 
jede niihere Vorstellung tiber den Ursprung der in diesen 
Organen zur Wirkung kommenden Enzyme. Beschranken wir 
unsere Fragestellung zunichst auf den Diinndarm, so lehrt die 
Physiologie, dafi die Darmenzyme das Sekret der Lie berkiihn- 
schen Driisen sind; weiter gehen unsere Kenntnisse nicht. 

An einem verhiltnismifjig gut bekannten Enzym (Sac- 
charase) sollte nun der Versuch gemacht werden, quantitative 
Ergebnisse tiber die enzymatische Wirksamkeit eines 
Darmabschnittes zu erhalten. 


Ii. 


Unsere zweite Fragestellung betraf die Natur des Rohr- 
zucker spaltenden Darmenzyms. 

Der Darminhalt faingt bekanntlich im Duodenum an, alkalisch 
zu werden’), und der Darmsaft des Jejunums ist schon aus- 
gesprochen alkalisch; seine Aciditit betrigt nach Auerbach 
und Pick’) h=0,5 - 10—*%. Dementsprechend erfolgt im Darm 
die alkalische Enzymspaltung der Proteinkérper und_ ihrer 
Bestandteile durch die bei dieser Reaktion wirksamen Enzyme 
Trypsin und Erepsin; das Pepsin hat in diesem Medium seine 
Wirksamkeit eingebiifit. 

Hinsichtlich der Spaltung von Rohrzucker im Darm lagen 
bis jetzt sehr widersprechende Angaben vor (Mendel, Réhmann, 
Hamburger, Bierry u. a.); von mehreren Autoren wird das 
Vorkommen einer Saccharase im Darmsaft behauptet. Nach 
den Ergebnissen von Sérensen und Michaelis und nach den 
im hiesigen Laboratorium gewonnenen Kurven liegt das Optimum 
der Saccharasewirkung bei py = 4—5; bei der Aciditaét py = 





‘) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 35, 8, 386 und 
Bd. 36, S. 281 (1911). 

*) Auerbach und Pick, Arb. a. d. Kais. Ges.-Amt Bd. 43, S, 155 
(1912). —- Biochem. Zeitschr. Bd. 48, S. 425 (1913). 
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ist die Aktivitét schon auf */,, ihres maximalen Wertes herab- 
gedriickt (vgl. Fig. 3). Hiernach war zu fragen, ob die Rohr- 
zuckerspaltung auch an einer anderen Stelle des menschlichen 
Korpers vor sich geht als im Darm, oder ob der mensch- 
liche Darm ein rohrzuckerspaltendes Enzym ent- 
halte, welches von der Hefensaccharase verschie- 
den ist. 
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Fig. 1. 


A. Orientierende Versuche mit Schweinsdarm. 
Versuchsreihe 1. 


Zuerst wurde die Saccharase eines Schweinsdarmes mit 
Glyzerin extrahiert, um die Inversionsversuche mit den Gly- 
zerinextrakten als Enzymmaterial auszufiihren. Die Er- 
gebnisse zeigen, dafi man in dieser Weise so wenig aktive 
Lésungen bekommt, dafi der Nachweis der Saccharase darin 
nur bei unbequem langen Versuchszeiten gelingt. 


2,5 m frischen Schweinsdarms (mittlerer Teil) wurden 
fein zerschnitten und etwa 2 Wochen mit 100 ccm Glyzerin 
bei Zimmertemperatur extrahiert. In drei Jenaer Erlenmeyer- 
kolben zu 200 cem wurden genau 4,8 g Rohrzucker eingewogen 
und in 49 ccm dest. Wasser plus 10 ccm 0,3-m. Phosphat- 
gemisch (Kaliumphosphat) geliést. Die Aciditét unserer Phos- 
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phatlésungen ist mehrfach elektrometrisch kontrolliert worden, 
Die Zusammensetzung der Lésungen war wie folgt: 

















Kolben Nr. Mischungsverhiltnis PH 
1 10 com prim... 2 ws es 4,3 

8,8 ccm prim., 1,2 ccm sek. 6 

3 3,0 D1] D1] 6,5 n n 7 


Zu jedem der Versuchskolben wurde 1 ccm des Glyzerin- 
extraktes zugesetzt. Die Kolben wurden im Luftthermostaten 
bei + 32° aufbewahrt und von Zeit zu Zeit Proben zu 10 ccm 
entnommen, mit 10 ccm 1-n. Sodalésung vermischt (zum Ab- 
bruch der Inversion und zur Einstellung der Enddrehung) und 
polarisiert. Die Drehungsangaben (siehe Beilagen am Ende 
der Mitteilung) lassen bereits eine sehr geringe Inversions- 
geschwindigkeit erkennen. In der folgenden Tabelle werden 
die entsprechenden Inversionskonstanten nach der monomole- 
kularen Formel berechnet: 

L gg RL 


k = —- - log— 


wo R und L die maximale Rechts- bzw. Linksdrehung be- 
deutet und t die zur Drehung « gehérende Inversionszeit in 
Stunden. Bei simtlichen Inversionsversuchen in dieser Arbeit 
wurde durch Zusatz von Toluol die Entwicklung von Bakterien 
in den Versuchslésungen verhindert. 




















Nr. der 

Kolben Nr. | py . Beilage 
1 4,3 | 0,0006 1 
6 0,00085 2 
3 7 0,0000 3 


Die erzielten Saccharasewirkungen sind also bei dieser 
Anordnung der Versuche sehr klein, wir werden aber die obigen 
Zahlen, was die relative Wirksamkeit der Schweinsdarm- 
saccharase bei verschiedener Aciditat betrifft, im folgenden be- 
stitigt finden. 
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Versuchsreihe 2. 


Diese Versuchsreihe wurde in der Weise ausgefiihrt, dafs 
man den fein zerschnittenen Darm mit der Rohrzuckerlésung 
direkt in Beriihrung kommen lief. 

4,8 g Rohrzucker wurden wie in der vorigen Versuchs- 
reihe in drei Erlenmeyerkolben eingewogen und in 50 ccm 
Wasser und 10 ccm Phosphatlésung gelést (Zusammensetzung 
der Phosphatgemische wie in Versuchsreihe 1). Zujedem dieser 
Versuchskolben wurde gegeben: 12 cm fein zerschnittener 
Schweinsdarm, 62,5 cm? der dufferen Darmwand entsprechend. 
Die zu polarisierenden Proben wurden vor den Ablesungen bis 
zur Klarheit filtriert. Die Versuche wurden neun Tage fort- 
gesetzt und nach dem Ablauf der Versuchszeit die Aciditits- 
verschiebungen elektrometrisch festgestellt. Die Zahlenergeb- 
nisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefafit worden. 











Kolben Nr. Anfingl. | Schliefl. k N r. der 
PH PH Beilage 

1 4,3 5,21 | 0,0033 4 

2 6 6,05 0,0026 5 

3 7 6,75 0,0007 6 











Versuchsreihe 3. 





Bei der Anstellung der Versuchsreihe 2 wurden von dem- 


selben Darmmaterial Stiicke zu 12 em zerschnitten und mit 
10 cem Toluolwasser fiinf Tage extrahiert. Nach Ablauf dieser 
Zeit wurde eine neue Versuchsreihe mit dem Gemisch aus 
Darm und Extrakt angestellt. 











, Nr. 
Kolben Nr.}| Mischungsverhiltnis hating eee k der 
PH PH Beilage 
1 10 prim. . a 4,3 5,89 0,0026 7 
2 9,75 prim., 0,25 sek. 5,3 5,9 0,0022 8 
3 8,8 1,2 6,0 6,1 0,0022 9 
4 6,4 3,6 6,5 6,48 0,0022 | 10 
5 3,5 6,5 7,0 6,80 0,0019 | 11 
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Durch die Extraktion ist also die Wirkung der Saccharase 
nicht vergréfert worden, es wird vielmehr das Enzym bei der 
dabei stattfindenden Autolyse teilweise zerstért. 

Die Resultate der Versuchsreihen 2 und 3 in Bezug auf 
die Acidititsbedingungen sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt worden: 























PH |. 10: Relative 
Mittel Geschwindigkeit 
4,75 33 100 
Versuchsreihe 2 | 6,0 26 79 
6,9 7 21 
5,1 26 79 
5,6 22 67 
Versuchsreihe 3 | 6,0 22 67 
6,5 22 67 
6,9 19 58 
700 * 
a 
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Diese Zahlen sind in der Fig. 1 S. 45 graphisch dargestellt 
worden. Es geht aus der Lage der Punkte hervor, daf} eine 
erhebliche Verschiedenheit der Alkalitoleranz zwischen der 
Saccharase der Hefe und der hier studierten Enzymwirkung 
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nicht vorhanden ist. Die Alkaliempfindlichkeit der Hefen- 
saccharase ist bekanntlich nach Michaelis und Davidsohn!) 
dadurch gekennzeichnet, dafi bei py = 6,7 die Wirksamkeit 
gleich 50°/o der maximalen (py = 4—6) ist. 


B. Versuche mit Menschendarm. 
Versuchsreihe 4 (orientierender Versuch). 


Inversionsversuche direkt mit gut durchspiiltem und fein 
zerschnittenem normalem Darm einer frischen minnlichen Leiche 
(27 Jahre). Der untersuchte Teil des Darmes war 1—2 m 
vom Duodenum entfernt. Er wurde unmittelbar nach der Ent- 
nahme aufgeschnitten und in Toluol*) eingelegt. Zu jedem Ver- 
suchskolben 12 cm Darm, entsprechend 48 cm? der Darm- 
wand. Die Ausfiihrung der Versuche war genau wie bei 
Versuchsreihe 2 (vgl. oben). Temperatur 32°, Die Zahlen- 
ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 











SchlieBl. 
Kolben Nr. Aantiog PH k in _ 
PH nach Beilage 
7 Tagen 
1 4,3 5,28 0,024 12 
2 5,3 — 0,023 13 
3 6,0 - 0,024 14 
4 6,5 - 0,023 15 
5 7,0 5,3 0,012 16 














) Michaelisu. Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 35,S. 386 (1911). 
*) Da das Verhalten von antiseptischen Mitteln wie NaF, Thymol 
gegen unser Darmenzym unbekannt war, so haben wir mit Tuluol die Ent- 
wicklung von Bakterien ausgeschlossen, Wir halten, in Ubereinstimmung 
mit EK. Fischer, das Toluol als ein fiir derartige Versuche geeignetes Des- 
infektionsmittel. Wenn sich bei friiheren Versuchen die Unzulainglichkeit 
des Toluols erwiesen hat, so lag dies unserer Meinung nach nicht in der 
Natur des Desinfektionsmittels, sondern in der Art der Sterilisierung, 
welche natiirlich so geschehen muf, daB alle Teile der zu schiitzenden 
Lésung oder Substanz mit dem Toluol in Beriithrung kommen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXV. 4 
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Was zuerst die Gréfenordnung der Saccharasewirkung im 
menschlichen Darm betrifft, so finden wir sie hier etwa 10 mal 
gréfer als bei den entsprechenden Versuchen mit Schweins- 
darm. In acidimetrischer Hinsicht finden wir hier die Sac- 
charasewirkung nur unwesentlich von der anfanglichen Wasser- 
stoffionenkonzentration der Liésung beeinfluBt, was in dem 
iiberraschend grofien Neutralisationsvermégen des Darmes (vel. 
die schliefilichen py-Werte) eine Erklirung finden kann. Eine 
Optimumkurve mit Anspruch auf angeniherte Zuverlissigkeit 
lait sich also diesen Zahlen nicht entnehmen. Von wesent- 
licher Bedeutung ist indessen, daf} die nach 7tagiger Inver- 
sionsdauer erreichten Linksdrehungen den theoretischen, aus 
der maximalen Rechtsdrehung zu berechnenden ziemlich nahe- 
kommen (vgl. Beilagen). Wir haben es also wirklich mit einer 
ziemlich reinen Inversionswirkung zu tun (Beilagen 12 und 15). 


Unsere weiteren Versuche mit menschlichem Darm_ be- 
ziehen sich teils auf die quantitative Charakterisierung des 
Saccharasegehalts verschiedener Teile des Darmes, teils auf 
Versuche, Extrakte zu gewinnen, mit deren Hilfe sich die 
Acidititsbedingungen, besonders die Alkalitoleranz der Darm- 
saccharase, ableiten lief. 


Versuchsreihe 5B. 


Vergleich des Saccharasegehalts von Ileum und Jejunum und dessen 
Wirkungen in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Phosphat. 


Der untersuchte Jejunum-Abschnitt grenzte unmittelbar an 
das Duodenum; der Ileum-Abschnitt bestand aus den distalen 
36 cm, vom Kintritt in den Blinddarm an gerechnet. Der nor- 
male Darm war der Leiche eines 50jabrigen Mannes, etwa 
6 Stunden nach eingetretenem Tod, entnommen worden. 


Inversion von je 4,8 g Rohrzucker in 60 ccm Lésung, mit 
fein zerschnittenen, 6 cm langen Stiicken des Darmes. Tem- 
peratur 32°, Die angewandten Darmstiicke entsprechen 


bei Ileum 36 cm? der Darmwand, 
bei Jejunum 42 cm? der Darmwand. 
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Kolben Nr. der 





Nr. ioe Beilage 
1 Ileum, mit 10 cem Phosphatl. (py = 5) | 0,0017 17 
2 Ileum, ohne Phosphat . . . . . . |0,0014]0,0015 18 
3 Jejunum, mit Phosphat . . . . . | 0,033 19 
4 Jejunum, ohne Phosphat . . . . . 10,041 | 0,037 20 














Aus diesen Zahlen geht hervor, dafi} bei einem und dem- 
selben Individuum in Ileum pro cm? der Darmwand nur etwa 
5% (im vorliegenden Fall 4,75°/o) so viel Saccharase vor- 
handen ist, wie in Jejunum’). 

Was die Wirkung des Phosphates betrifft, so scheint PO, 
bei den Versuchen mit Ileum eine kleine Beschleunigung hervor- 
gerufen zu haben, wahrend bei Jejunum eine Verzégerung 
der Reaktionsgeschwindigkeit zum Ausdruck kommt. Diese 
Unstimmigkeit braucht keine andere Ursache zu haben, als 
kleine Verschiedenheiten der beiden Abschnitte des untersuchten 
Darmes. 


Versuchsreihe 6. 
Vergleich des Saccharasegehalts von Duodenum (Pars super und Pars des- 


cendens) mit Pankreas, 


Inversion von je 4,8 g Rohrzucker in 60 ccm Wasser 
mit fein zerschnittenen Stiicken der betreffenden Organe. 
Versuchstemperatur 31°. 

Bei Duodenum, Pylorusteil, 9 cm, entsprechend 81 cm? 
der inneren Darmwand; 


bei Duodenum, Pankreasteil, 8 em, 80 cm? der inneren 
Darmwand ; 


bei Pankreas, 20 g der Driise. 


1) Alle diese Berechnungen setzen voraus, dafi die Saccharasemenge 
proportional ist der Saccharasewirkung, gemessen durch die Inversions- 
geschwindigkeit einer und derselben Rohrzuckermenge, eine GesetzmaBigkeit, 
welche tatsiichlich bei der Hefensaccharase mit sehr grofer Annaherung 
zutrifft. Vgl. Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, 8.275 (1919). 
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Kolben Nr. k Nr. der 
Beilage 
1 Duodenum, Pars sup. .. 0,011 21 
2 Duodenum, Pars descend. 0,015 22 
3 ae 0,003 23 


Im Vergleich zu den oben erwihnten Resultaten mit 
Jejunum sind die hier beobachteten Saccharasewirkungen nur 
verhaltnismaifig schwach, indem der Pankreasteil von Duodenum 
nur tiber etwa 21 °/o des Saccharasegehalts von Jejunum pro cm? 
Darmoberfliche verfiigt. Bei Pankreas deutet die mit der 
Zeit stark fallende Inversionsgeschwindigkeit auf das Eintreten 
einer erheblichen Zerstérung des Enzyms, wahrscheinlich durch 
andere Enzymwirkungen, hin. 


Versuche zur Bestimmung der Acidititsbedingungen der 
Saccharase im menschlichen Darm. 


Versuchsreihe 7. 


Diese Versuche wurden ausgefiihrt in direktem Anschluf 
an die Versuchsreihe 4 und mit demselben Enzymmaterial. 

24 cm des Darmes, entsprechend 96 cm? der Darmwand 
wurden 8 Tage mit 20 ccm Toluolwasser extrahiert, gewaschen 
und filtriert, bis ein klares Filtrat von 40 ccm erhalten wor- 
den war. 

Je 10 cem des Filtrats wurden zur Inversion von 4,8 g 
Rohrzucker bei verschiedener Aciditaét verwendet. (10 ccm 
0,3-m. Kaliumphosphat in 60 ccm Inversionsfliissigkeit.) 

Nach 21 stiindiger Versuchsdauer wurden gleichzeitig Polari- 
sationsmessungen und elektrometrische Kontrollbestimmungen 
ausgefiihrt. 











oo Anfingl. | Schliefil. k Nr. der Relative | 
PH PH Beilage | Geschwindigkeit 

1 4,5 5,25 0,00372 24 100 

2 6,6 6,84 0,00372 20 100 

3 7,5 7,48 0,00291 26 78 

4 &,0 7,95 0,00213 27 57 
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Vergleichen wir die Inversionsgeschwindigkeit beim Opti- 
mum mit den Zahlen der Versuchsreihe 4, so finden wir, daf 
durch die 8tigige Extraktion etwa der vierte Teil der ge- 
samten Saccharasewirkung des Darmes unbeschadigt in Lésung 
erhalten worden ist. 


Versuchsreihe 8. 


24 cm des in Versuchsreihe 5 bereits untersuchten Jejunums 
wurden 5 Tage mit 50 ccm Toluolwasser extrahiert und so- 
dann unter Wasserzusatz bis 125 ccm filtriert. Inversion wie 
oben mit je 25 cem Extrakt in 60 cem Inversionsfliissigkeit. 











- Anfang]. | Schliefl. ’ Nr. der Relative 
Kolben Nr. k . eed 
PH PH Beilage | Geschwindigkeit 
1 4,2 4,40 0,0191 28 84 
2 6,6 6,80 0,0228 29 100 
3 7,5 6,89 0,0182 30 80 
4 8,0 7,68 0,0159 31 70 
5 8,5 7,98 0,0143 32 63 

















Die Versuchsreihen 7 und 8 sind in Figur 2 graphisch 
dargestellt worden. Die linke, ausgezogene Kurve ist die 
nach Michaelis und Davidsohn!) fiir die Hefensaccha- 
rase giiltige. Bei der Darmsaccharase des Menschen liegen, 
wie wir sehen, die Optimalbedingungen betrachtlich naher 
an dem alkalischen Gebiet. Wenn die fiir die Inversions- 
geschwindigkeit mafigebende V erbindung Saccharase-Rohrzucker 
wie bei Hefensaccharase als undissoziierte Saiure die Inversion 
bewirkt, so wire fiir diese Verbindung die Sauredissoziations- 
konstante hier gleich 10-*?, wiahrend sie, wie sich aus den Kurven 
direkt entnehmen lafit, bei Hefensaccharase 10-6’ betragt. 


Ausfaillungsversuche. 
Bei den Versuchen zur Reinigung der Saccharase aus 
Hefe*) durch fraktionierte Alkoholfallungen und Adsorptions- 
versuche hatte sich ergeben, dafi das Enzym sich in chemischer 


') Michaelis und Davidsohn loc. cit. 
*) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920); 
Bd. 110, S. 175 (1920). 
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Hinsicht vollkommen wie ein héheres Kohlenhydrat verhialt 
und sich bei der fortschreitenden Reinigung in den Hefe- 
gummifraktionen anreichert, wahrend die Eiweifikérper der 
Hefe sich aus den saccharasehaltigen Autolyse- bzw. Extrak- 
tionssiften ohne betrichtlichen Verlust an enzymatischer Akti- 
vitét fast vollstandig entfernen lassen. 

Es wurde hier der folgende Versuch ausgefiihrt. 

30 cm des in Versuchsreihe 5 und 8 untersuchten Jeju- 
nums wurden 6 Tage mit 50 ccm destilliertem Wasser unter 
Zusatz von Toluol extrahiert, sodann filtriert und mit Wasser 
nachgewaschen, bis das Filtrat 160 ccm betrug. Das Extrakt 
wurde durch Eingiefien in 200 cem 96 prozentigen Alkohols 
gefallt und nach 2 Stunden, wenn vollstindiger Bruch ein- 
getreten war, der Niederschlag abfiltriert. Nun wurde wihrend 
8 Stunden mit 100 cem 25prozentigem Alkohol bei Zimmer- 
temperatur extrahiert und ein klares, hellgelbes Filtrat ab- 
filtriert. Der Rest des Niederschlages wurde einen Tag mit 
100 ccm destilliertem Wasser behandelt und abfiltriert. Die 
Inversionsversuche mit den drei so erhaltenen Lésungen wurden 
bei py= 6,5, also beim Optimum (5 ccm prim. und 5 cem sek. 
Phosphat), ausgefiihrt. Hs wurde jedesmal 25 ccm der be- 
treffenden Safte in 60 ccm 8prozentiger Rohrzuckerlésung 
(4,8 g) untersucht. 











Kolben Nr. Enzymlisung k: Nr. der 
Beilage 

1 25 cem 50 proz. alkohol. Filtrat ... 0,0000 33 

2 25 ccm Extrakt in 25proz. Alkohol | 0,0018 34 

3 25 ccm Extrakt in Wasser...... 0,0035 30 











Ubersicht itiber die Ausbeuten der Alkoholfillung: 








k Ausbeute °/, 





Extrakt aus 30 cm Jejunum entspricht nach 


TOS ig ik AS Sa eee 0,142 
Erstes alkoholisches Filtrat........... 0,000 
100 ccm Extrakt in 25 Prozent Alkohol ...]| 0,0072 5 


100 com Extrakt in Wasser .......... 0,0140 10 
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Wiahrend bei Arbeiten mit Hefensaccharase eine frak- 
tionierte Alkoholfallung wie die vorliegende mit 60—80°o 
Ausbeute gelingt'), geht bei der Arbeit mit Darmsaccharase 
der gréfite Teil des Enzyms verloren, indem nur 15°/o der 
urspriinglichen Saccharasewirkung zuriickgewonnen werden 
konnten. Auch lat sich aus den vorliegenden Zahlen noch 
nicht beurteilen, ob die Darmsaccharase zu den Eiweifistofien 
oder zu den héheren Kohlehydraten gehért. 

Wir haben in diesem Zusammenhang die Alkalitoleranz 
der Darmsaccharase mit derjenigen der Hefensaccharase ver- 
glichen, aber dabei stillschweigend vorausgesetzt, da die 
Acidititsbedingungen eines Enzyms von der Verdiinnung un- 
abhingig sind. Dadie Darmsaccharaselésungen, nach der quanti- 
tativen Wirkung zu urteilen, in Bezug auf Enzym bei den 
Inversionsversuchen etwa eintausendmal so verdiinnt zur 
Wirkung gelangen, wie unsere hochaktiven Saccharase- 
léisungen aus Hefe'), haben wir zum Vergleich eine Ver- 
suchsreihe mit unserer im Verhiltnis 1:1000 verdiinnten Sac- 
charaselésung 3 D ausgefiihrt. 

In jedem Versuchskolben 4,8 g Rohrzucker, 49 ccm destil- 
liertes Wasser, 10 ccm Phosphatgemisch und 1 cem Enzym- 
lésung 3 D/1000. Temperatur 32°. 

Die Zahlenergebnisse werden in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt : 











Versuchs- 





Anfangl. SchlieBl. — Relative 
kolben pH k Bei Geschwindig- 
H eilage ; 
Nr. P (elektrometr.) keit 
1 4,5 4,70 0,0058 36 97 
2 5,5 5,38 0,0060 37 100 
3 6, 6,01 0,0048 38 80 
4 6,5 6,51 0,0035 39 58 
5 7,1 7,19 0,0017 40 28 
6 7,6 7,62 0,00037 41 6 

















Das Trockengewicht der Saccharaselésung 3 D _ betrigt 
9,1°/o. (Diese Zeitschr. Bd. 112, 8.290 [1921].) Die bei diesen 


1) Euler und Svanberg, lL. c. 
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Versuchen mit dem Enzym zugefiihrten Substanzen wiagen also 


nur 0,091 mg. 
































Stellt man die Werte 


S700) 
s inti der relativen Geschwindig- 
& : keiten in Abhingigkeit von 
8 75 hisch dar, wie di 
S Py graphisch dar, wie dies 
% \ in Figur 3 geschehen ist, 
g 50 so bekommt man ein Kur- 
g venbild, das mit demjenigen 
9 25 von Michaelis und David- 
° sohn vollstiindig iiberein- 
‘ Oo | stimmt. Bei der Hefen- 
qe 4 . = 8 saccharase ist bei py = 6,7 
ee die Aktivitat des Optimums 
um die Hialfte verringert. 
Zusammenfassung. 


Als hauptsichliche Ergebnisse der vorliegenden Mitteilung 
fassen wir folgendes zusammen: 
1. Im menschlichen Darm ist ein Rohrzucker invertierendes 
Enzym vorhanden, dessen Verteilung in den verschiedenen 
Teilen des Darmes aus folgender Zusammenstellung hervorgeht: 




















k m. ; + 10° 
cm 

Duodenum, Pylorusteil, 99cm, 81 cm?] 0,011 13,5 
Duodenum, Pankreasteil 8 , 80 , 0,015 19. 
Jejunum, 1,5 m distal v. 

Duodenum . : Ge ale. - « 0,024 50 
Jejunum, 1—30 cm vom bei 32° 

Duodenum . :» ye x 0,037 88 
Ileum, Abschnitt vor Ein- 

tritt ins Caecum . a. eo 0,0015 4 
(Schweinsdarm, mitt!. Teil 12 , 62,5 , 0,0033 5) 
1 g Unterhefe’) 60 -0,0045 , 0,27 3%) bei 18° 

extrapol. bis 32° 2,4°) | bei 32° 





1) Euler und Svanberg, Diese Zeitschrift Bd. 106, S. 217 (191%). 
Die Konstante, ausgerechnet in Stunden, ist per g Hefe 0,27 fir 18° oder 
0,65 extrapol. auf 32°. Die Oberfliiche der Hefe per g ist 26000 cm’. 
*) pro cm’, 


Vgl. S. 61. 











US 
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2. Die Saccharase des Menschendarmes hat ihr Aciditats- 
optimum bei py = 6—8, also bei einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration, welche etwa 50 mal kleiner ist, als die fiir Hefensaccharase 
optimale. Die Wirkungskurve der Darmsaccharase ist also im 
Vergleich zu derjenigen der Hefensaccharase um etwa 1’/, 
Potenzen von 10 nach der alkalischen Seite verschoben. Die 
Darmsaccharase wird von 0,05 mol. Kaliumphosphat nicht oder 
nur unmerklich beeinfluft. 


Besprechung. 


Durch die mitgeteilten Messungen ist also nun die Wirk- 
samkeit pro Quadratcentimeter Darmwand in den verschiedenen 
Teilen des Menschendarms festgestellt. Es handelt sich nun 
um die Auswertung dieses experimentellen Ergebnisses. 

Betrachten wir die gesamte Enzymspaltung im Darmkanal, 
so haben wir, wenn wir von der Tatigkeit der im Diinndarm 
vorkommenden Bakterien absehen’), drei spaltende Faktoren 
zu unterscheiden : 

1. den Darmsaft, 

2. die Lymphozyten, 

3. die in besonderen Driisen bezw. Zellen der Mucosa be- 
findlichen, an ihrer Oberflaiche wirksamen Endoenzyme?). 

Zur Beurteilung des Einflusses dieser drei Faktoren auf 
unsere Versuche kénnen wir zunichst die Ergebnisse friiherer 
Forscher heranziehen. 

Historisches. 


Die ersten Versuche mit Darmsaft verdankt man bekanntlich 
Cl. Bernard (1877); sie zeigten, dafi die Rohrzuckerspaltung 


1) Wie erwaihnt, werden bei unseren Versuchen die Darmabschnitte 
der Leiche nur wenige Stunden nach dem Tod entnommen, von da an 
war jede Entwicklung von Bakterien durch die antiseptischen MafSnahmen 
ausgeschlossen. Uber Mikroben im Diinndarm siehe Macfadyen, Nencki 
und Sieber, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 28, 311 (1891). 

*) Durch die Bezeichnung Endoenzyme, die uns im allgemeinen nicht 
besonders geeignet erscheint, soll hier nur ausgedriickt werden, daB unter 
den bei unserer Untersuchung obwaltenden Umstinden das Enzym nicht 
in die angrenzende substrathaltige Fliissigkeit iiberging, sondern innerhalb 
oder an der Grenzschicht der Zellen zur Wirkung kam, 
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durch die Darmschleimhaut jedenfalls staérker katalysiert wird 
als durch den Darmsaft. 

Bei alteren Versuchen mit Darmsaft vom Menschen haben 
allerdings Demant, Vella, Busch und Leube invertierende 
Wirkung gefunden, ein neuer Versuch liegt von Nagano (1902) 
vor; quantitative Angaben werden aber nur von Busch gemacht, 
der sein Resultat an einer mit Darmfistel versehenen Patientin 
gewonnen hat. 

Noch schirfer wird der Unterschied von Réhmann’) sowie 
von Tubby und Manning’) gefunden. Menschlicher, mittels 
einer Fistel gewonnener Darmsaft invertiert nicht oder in 
iuBerst geringem Grad, wogegen die Darmschleimhaut eine 
ausgesprochene Wirksamkeit besitzt. 

Zahlreicher als diese Versuche mit Menschen sind die 
Tierversuche. Nur muf} von vornherein beriicksichtigt werden, 
was K. Fischer in seiner mit W. Niebel?*) angestellten 
Untersuchung betont, dafi bei der Generalisierung auf diesem 
Gebiet grofie Vorsicht geboten ist. Es wurden nimlich von 
verschiedenen Autoren an verschiedenen Tieren ganz von- 
einander abweichende Resultate gefunden. 

Mit Darmsaft erhielten Bastianelli sowie Lafayette 
B. Mendel beim Hund Inversion. 

Demgegeniiber stehen die genaueren, ebenfalls am Hunde- 
darmsaft mittels Jejunumfistel gewonnenen Resultate von 
Réhmann und Nagano’), bei welchen sich nur eine sehr 
schwache Inversion ergab, sowie negative Ergebnisse von 
Lehmann’) am Darmsaft der Ziege. 

Es muf noch bemerkt werden, dafi mehrere der in den 
S80er Jahren mit ,Darmsaft“ ausgefiihrten Versuche wegen 
der ungeeigneten Methodik kaum verwertbar sind. 

Mit Darmmucosa vom Hund wurde Rohrzuckerspaltung 


1) Réhmann, Pfliig. Arch, Bd. 41, 8. 424 (1887). 
*) Tubby und Manning, Guys Hospital Rep. Bd. 48, 8. 271 (1892). 
3) E. Fischer und Niebel, Sitz.-Ber. PreuB. Akad. d. Wiss. Bd. 75, 
S. 73 (1896). Diese Autoren haben an verschiedenen Tieren leider nur 
das Duodenum untersucht. 
4) Réhmann und Nagano, Arch. f.d. ges. Physiologie 8S, 588 (1903). 
5) Lehmann, Pfliig. Arch. Bd. 33, 8S. 180 (1884). 
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erzielt von Griinert'), der sie in frischem Zustand, und von 
Kriger®*), der sie nach dem Trocknen als Pulver verwendet hat?). 

Neuere Versuche, ebenfalls am Hund, die offenbar sorg- 
filtig und zweckmafiig angestellt sind, verdankt man Bierry’‘). 
Dieser Forscher hat 

1. mit natiirlichem Darmsaft gearbeitet, wie er durch eine 
Dauerfistel ausgeflossen war, 

2. mit solchem Darmsaft, nachdem er durch Zentrifugieren 
geklart worden war, 

3. mit zentrifugierten Darmmacerationen. 

Bierrys Ergebnis ging dahin, daf} der reine, ,physio- 
logische* Fistelsaft nicht invertiert. Die Wirksamkeit des 
triiben unzentrifugierten Saftes ist auf die Gegenwart von 
Darmschleimhautzellen zuriickzufiihren. Wirksam sind dem- 
gemaf} auch Macerationssifte der Darmschleimhaut. 

Wenn die friiher gewonnenen Resultate auch — wie schon 
aus dieser kurzen Ubersicht hervorgeht — stark voneinander 
abweichen und vielfach unvollstiindig sind — so ist z. B. die 
Lage der untersuchten Darmstiicke meist nicht oder ungenau 
angegeben worden —, so kann man der Literatur das Ergebnis 
entnehmen, dafi der Darmsaft, wenn er Rohrzucker spaltet, 
im Vergleich zu der Darmschleimhaut wenig wirksam 
ist, soweit nicht besondere Reizung durch Rohrzucker erfolgt. 

Ks ist dann an zweiter Stelle die Rolle der Lymphozyten 
zu erwigen. Die enzymatische Wirksamkeit isolierter Lympho- 
zyten ist in letzterer Zeit von Mancini®) und von Tscher- 
noruski®) studiert worden, aber einen eventuellen Gehalt an 
Saccharase haben diese Autoren nicht mitgeteilt. 

Man weif}, dafi die Mucosa des Diinndarmes ziemlich reich 

1) Griinert, Zbl. f. Physiol. Bd. 5, S. 285. 

*) Kriiger, Zeitschr. f. Biol. Bd. 37, S. 229 (1599). 

3) §. auch Miura, Zeitschr. f. Biol. Bd. 32, S. 266 (1895). — Ge- 


trockneten Schweinsdarm haben H. T. Brown und Heron aktiv gefunden, 
Jejunum und [leum gleichmiiBig. 

4) Bierry, Biochem. Zeitschr. Bd. 44, 8. 415 (1912). — S. auch 
Bierry und Frouin, C, r. Bd. 142, 8. 1565 (1906). 

5) Mancini, Biochem. Zeitschr. Bd. 26, S. 140 (1919). 

6) Tschernoruski, Diese Zeitschrift Bd. 75, 8S. 216 (1911). 
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an Lymphozyten ist; aber zu einer auch nur anndhernden 
Schitzung ihrer Zahl per Flicheneinheit Darmschleimhaut 
reichen die vorliegenden Angaben nicht aus. Immerhin diirfen 
wir die Annahme machen, daf} unsere Versuche nicht wesentlich 
von den Lymphozyten beeinfluft sind, und zwar auf Grund 
unseres Befundes, dali der Ileumabschnitt von demselben In- 
dividuum, bei welchem das Jenunum eine nicht unerhebliche 
Saccharasewirkung ausiibte, nur eine auferordentlich schwache 
Inversion veranlafite '). 

Uber eine Verschiedenheit des Lymphozytengehalts der 
Mucosa des Jejunums und I[leums ist unseres Wissens nichts 
bekannt. 

Wir kommen zur dritten Annahme, dafi die Rohrzucker- 
spaltung im Darm durch ein Enzym vermittelt wird, welches 
nicht — oder wenigstens nicht direkt — in wafirige Liésung 
geht, und welches als sog. Endoenzym an der Oberfliche 
der Mucosa bezw. von Mucosabestandteilen wirkt. 

In diesem Fall ist die Rohrzuckerspaltung durch die Darm- 
schleimhaut mit derjenigen durch frische Hefe vergleichbar, 
aus welcher ja bekanntlich Saccharase nicht in die verdiinnte 
Zuckerlésung austritt. 

Es handelt sich dann um die Ermittelung des enzymatisch 
wirksamen Teiles der Mucosa und um die Schitzung der Zahl 
der wirksamen Zellen oder der GréBe der wirksamen Oberfliche. 

In der histologischen Literatur wird, wenn die enzymatische 
Wirkung des Darmes behandelt wird, in der Regel nur von 
den Lieberkiihnschen Driisen gesprochen. 

Uber die Zahl der Lieberkiihnschen Driisen per Ober- 
fiicheneinheit Darmwand scheinen in der histologischen Literatur 
bis jetzt keine genauen Angaben vorzuliegen. Nach mikrosko- 
pischen Schnitten schitzen wir, daf} auf 1 cm? Darmwand rund 
100 Lieberkiihnsche Driisen kommen, wobei die Zotten beriick- 
sichtigt sind. Wegen der Kergringschen Falten ist aber die 
Oberfliche der Mucosa gréfer, als unsere an der dufseren Darm- 
wand vorgenommene Ausmessung ergeben hat, und zwar etwa 


1) Siehe hierzu auch Falloise, Biochem. Zbt. Bd. 4, S. 153 und 
Arch, de Physiol. Bd. 2, S. 299 (1905). 








e 


h 


\ 


Uber Darm-Saccharase. 6] 


um 150°, so dafi auf den von uns gemessenen cm® rund 
950 Lieberkiihnsche Driisen kommen wiirden. 

Sieht man vorliufig, dem 8.59 Gesagten zufolge, von dem 
Sekret dieser Driisen ab, so wire mit ihrer wirksamen Ober- 
fiche zu rechnen. Als Dimensionen findet man in der Regel ange- 
geben 0,4—0,3 mm Linge und einen Durchmesser an der Offnung 
von im Mittel 60 ». Die Oberflaiche emer Lieberkiihnschen 
Driise kann im Mittel auf 0,1 mm? geschiitzt werden. Indessen 
kann keineswegs die Gesamtoberfliche der Lieberkiihnschen 
Driisen als aktive Oberfliche fiir unsere enzymatische Wirkung 
in Betracht kommen. Da wir die Driisen als mit Fliissigkeit 
gefiillt anzunehmen haben, so kénnte der Rohrzucker nur durch 
Diffusion in sie eindringen. Bei der Schnelligkeit, mit welcher 
sich der Inhalt des Diinndarms in diesem fortbewegt — aus 
Réntgenaufnahmen kann man etwa eine Geschwindigkeit von 
3cm pro Minute annehmen —, wiirden aber bedeutend weniger 
als 1 °/o der gesamten Rohrzuckermolekiile durch Diffusion in 
das Innere der Driisen gelangen, wihrend eine Rohrzucker- 
lésung von etwa 500 ccm den Jejunumteil des Darms durch- 
strémt. Rechnen wir dagegen nur den oberen Rand der Lieber- 
kiihnschen Driisen als wirksame Kontaktfliche, so erhalten 
wir abgerundet fiir jede Driise 0,005 mm? Oberfliche, also. per 
cm? Darm 0,75 mm?, oder bei einer Mucosaoberfiiiche des Jeju- 
nums von 1500 cm? rund 10 em? wirksame Driisenoberflache. 

Zum Vergleich kann angegeben werden, dafi 1 g der von 
uns friiher auf Saccharase untersuchten Unterhefe H eine Ober- 
fliche von 26000 cm? besitzt. 

Nehmen wir fiir den iiberhaupt wirksamen Teil der gesam- 
ten Mucosa zunichst den gleichen Wirksamkeitsgrad per Ober- 
flacheneinheit an wie fiir die Hefe, so wiirde sich, wenn wir 
die Gesamtoberfliche der Mucosa per cm? Darm auf 200 cm* 
schitzen, etwa die Hialfte als wirksam ergeben. 

Nun mu hierzu gleich bemerkt werden, dafi nach unseren 
Versuchen die Unterschiede in den Kigenschaften der Hefen- 
saccharase und der Darmsaccharase so grof} sind, dafi auch 
unter sonst vollkommen vergleichbaren Umstiinden eine gleiche 
spezifische Wirksamkeit nicht angenommen zu werden braucht. 
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SchlieBlich kénnen wir von den Lieberkiihnschen Driisen 
als Triger der Saccharasewirkung im Darm ganz absehen und 
die Epithelzellen der Mucosa als saccharasehaltig annehmen, 
Hine Schitzung der Gréfe der Epitheloberflaiche muB noch weit 
unsicherer ausfallen als diejenige der Lieberkiihnschen Driisen, 
Ihre Mitteilung mag deshalb um so eher unterbleiben, als das 
Resultat uns jedenfalls dazu zwingt, nicht das ganze Epithel 
fiir die Saccharasewirkung verantwortlich zu machen, sondern 
wieder besondere Zellen, tiber welche wir aber bis jetzt noch 
keine Anhaltspunkte besitzen. Immerhin neigen wir selbst der 
Ansicht zu, dafi die Rohrzuckerspaltung im Darm von Epithel- 
zellen bewirkt wird, betonen aber, dafi ein Beweis hierfiir nicht 
gegeben werden kann. Die vorstehenden Uberlegungen haben 
auch keinen anderen Zweck als zu zeigen, mit welchen Mitteln 
und Gesichtspunkten der Biochemiker versuchen kann, in dieses 
noch wenig bearbeitete, vorwiegend histologische Gebiet ein- 
zudringen. EKinstweilen handelt es sich also hier um Arbeits- 
hypothesen fir weitere Untersuchungen. 

In diesem Zusammenhang wollen wir die folgende kleine 
Uberschlagsrechnung geben: Die Inversionskonstante 0,037, 
bei 32° von 6 cm Jejunum in Gegenwart von 4,8 g Rohr- 
zucker hervorgerufen, entspricht bei 37°, 10 em des Darmes 
und 5 g Rohrzucker k=0,089. Mit Hilfe dieser Konstante 
berechnen wir die Zeit in Stunden, welche erforderlich ist, 
um 5 g des Zuckers in 10 cm des Darmes zu 99°/o zu in- 
vertieren, folgendermafien: 

0,089 = - log ad 
woraus folgt fiir 10 cm Darm t = 22,5 Std., fiir 2 m Darm 1,15 Std. 

Beriicksichtigt man, dafi auch im Dickdarm noch eine 
erhebliche Inversion erfolgen kann, so finden wir, dafi wir 
keine erhebliche Neubildung von Saccharase nach Rohrzucker- 
zufuhr zum Darme vorauszusetzen brauchen, um die voll- 
stiindige Inversion der fiir gewéhnlich in Betracht kommenden 
Rohrzuckermengen zu erméglichen. Die gefundenen Saccharase- 
wirkungen sind von einer quantitativ hinreichenden Gréfien- 
ordnung. 

















Uber Darm-Saccharase. 63 
Beilagen. - 
Nr. der Zeit Drehung 
: k Bemerkungen i 
Beilage Stunden (1 dm Rohr) 
1 0 2,63 ° Versuchsreihe 1 
23 2,52 0,0006 
oo (berechnet) | — 0,92 
2 0 2,63 
23 2,57 0,00035 
3 0 2,63 
23 2,63 0 
4 0 2,40 Versuchsreihe 2 
24 1,79 0,0038 
72 1,06 0,0032 
120 0,57 0,0030 
216 — 0,17 0,0032 
oo (berechnet) | — 0,84 
5 0 2,40 
24 1,89 0,0031 
72 1,33 0,0024 
120 0,94 0,0022 
216 0,04 0,0026 
6 0 2,40 
24 2,13 0,0016 
72 2,06 0,0007 
120 2,05 0,0004 
216 2,04 0,0002 
7 0 2,40 | Versuchsreihe 3 
48 1,59 0,0026 
96 0,97 0,0026 
168 0,75 (0,0018) 
ore) — 0,84 
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Nr. der Zeit 
Drehung k B k 
Beilage Stunden sia — 
8 48 1,70 0,0022 Versuchsreihe 3 
96 1,13 0,0022 
168 0,93 (0,0016) 
9 48 1,72 0,0021 
96 1,15 0,0022 
168 1,13 (0,0013) 
10 48 1,71 0,0022 
96 1,17 0,0022 
168 oe ane 
11 48 1,75 0,0020 
96 1,34 0,0018 
168 1,17 (0,0012) 
12 0 2,40 Versuchsreihe 4 
20 0,15 0,026 
29 — 0,12 0,023 
168 — 0,61 
oe — 0,84 
13 0 2,40 
20 0,29 0,023 
29 0,09 0,022 
168 wis 
14 20 0,15 0,026 
29 — 0,10 0,022 
15 20 0,25 0,024 
29 — 0,09 0,022 
168 — 0,71 
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- -” “en Drehung k Bemerkungen 
Beilage Stunden 
16 20 1,00 0,012 Versuchsreihe 4 
29 0,64 0,012 
17 0 2,55 Versuchsreihe 5 
6 2,42 (0,0028) 
18 2,30 0,0018 
49 1,98 0,0016 
oo — 0,89 
18 0 2,55 
6 2,48 0,0015 
18 2,33 0,0016 
49 2,20 0,0010 
ore) — 0,89 
19 0 2,40 
6 0,93 0,044 
18 — 0,03 0,022 
49 — 0,49 
fore) — 0,84 
20 0 2,40 
6 0,75 0,051 
18 —- 0,13 0,031 
49 —- 0,46 
oe) — 0,84 
21 0 2,40 Versuchsreihe 6 
27 0,66 0,012 
52 0,17 0,010 
ee) — 0,84 
22 0 2,40 
27 0,46 0,015 
fore — 0,84 
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Nr. der Zeit 
Dreh k B k 
Beilage Stunden ie sia tiiad 

23 0 2,40 Versuchsreihe 6 
27 1,80 0,0033 
53 1,60 0,0023 
Co — 0,84 

24 0 2,65 Versuchsreihe 7 
21 2,06 0,00372 
co — 0,93 

25 21 2,06 0,00372 

26 21 2,18 0,00291 

27 21 2,30 0,00213 

28 0 2,65 Versuchsreihe 8 
31/, 2,14 0,0191 : 
co — 0,93 

29 34/, 2,05 0,0228 

30 31/, 2,16 0,0182 

31 31/, 2,22 0,0159 

32 31/5 2,26 0,0143 

33 0 2,65 Ausfallungsversuche 
22 2,65 0 
45 2,65 

34 0 2,65 
22 2,31 0,0020 
45 2,06 0,0017 
79 — 
fore) — 0,93 

35 0 2,65 

; 17 2,14 0,0039 

51 1,53 0,0082 
fer) — 0,93 . 
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Nr. der Zeit 
: Drehung k Bemerkungen 
Beilage Stunden 
Hefensaccharase 
(Liésung 3 D 1/1000) 
36 0 2,60 0,0065 
6 2,30 0,0052 Po = 4,5 
307/, 1,53 
oo — 0,91 
37 0 2,60 
6 3.27 0,0071 PH = 5,5 
301/, 1,58 0,0049 
oo — 0,91 
38 0 2,60 
6 2,345 0,0055 Py = 6,0 
307/, 1,71 0,0042 
oo — 0,91 
39 0 2,60 
6 2,41 0,0040 PH = 6,5 
301/, 1,92 0,0031 
6 — 0,91 
40 0 2,60 
6 2,50 0,0021 Pa = 7,1 
301/, 2,30 0,0013 
oo — 0,91 
41 0 2,60 
6 2,58 0,00041 PH = 7,6 
301/, 2.52 0,00033 
00 — 0,91 














Herrn Prof. Dr. Erik Miiller, Direktor der anatomischen 
Abteilung des hiesigen Karolinischen Instituts, méchten wir 
fiir die Beschaffung der untersuchten Organe und fiir sein 
freundliches Interesse an unserer Arbeit auch hier bestens 
danken. 














Uber die Temperaturempfindlichkeit des rohrzuckerspaltenden 
Knzyms des menschlichen Jejunums. 
Von 
H. v. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitiit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Mirz 1921.) 


Der menschliche Diinndarm enthalt ein rohrzuckerspal- 
tendes Enzym, dessen Aciditiitsverhiltnisse stark von den fiir 
Hefensaccharase festgestellten abweichen!). Die Unterschiede 
der beiden Enzyme sind in dieser.Hinsicht so gro, dafi man 
annehmen darf, es handelt sich um zwei, méglicherweise zwar 
homologe, aber immerhin verschiedene Substanzen mit indivi- 
duellen, charakteristischen Eigenschaften. 

Als eine derjenigen Higenschaften, welche sich verhiiltnis- 
miafig leicht quantitativ feststellen lassen, wurde die Temperatur- 
empfindlichkeit des genannten Darmenzyms auf Grund seiner 
Saccharasewirkung untersucht. 

Wie aus den Messungen von Euler und Laurin’) her- 
vorgeht, ist die Konstante der Temperaturempfindlichkeit ko, 
unter gegebenen Temperatur-, Zeit- und Aciditatsbedingungen 
gut reproduzierbar; diejenige Temperatur, bei welcher das 
Enzym bei optimalem py in einer Stunde auf die Halfte seiner 
Wirksamkeit inaktiviert wird, labt sich leicht auf 1° C genau 
feststellen. 

Angaben iiber die Temperaturempfindlichkeit des in Rede 
stehenden Enzyms liegen in der friiheren Literatur ebensowenig 
vor wie iiber sonstige Higenschaften der Darmsaccharase. 


!) Euler und Svanberg, Diese Zeitschrift Bd. 114 (1921). 
2) Euler und Laurin, Diese Zeitschrift Bd. 108, S. 64 (1919); 


Bd. 110, S. 55 (1920). 
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Material und Methodik. 


Als Enzymmaterial verwendeten wir den in der zitierten 
Arbeit von Euler und Svanberg erwahnten Wasserextrakt 
der alkoholischen Fallung des aus dem Jejunum gewonnenen 
Saftes. Um auch hier die Inversionsfahigkeit unserer Enzym- 
lésung zu charakterisieren, geben wir aus der erwihnten Arbeit 
von Kuler und Svanberg die folgenden Zahlen an: 

Zusammensetzung der Lésung (60 ccm): 

25 ccm Enzymlésung Sbg, 

10 ecm Phosphatpufferlésung, 

25 ecm Wasser, 

4,8 g Rohrzucker. 








Stunden Drehung k 
17 + 2,14 0,0039 
51 + 1,53 0,0032 








Zu unseren Versuchen haben wir die von Svanberg be- 
nutzte Enzymlésung Sbg im Verhiltnis 67: 100 verdiinnt. Es 
war hiernach bei gleicher Methodik eine Konstante k = 0,0025 
zu erwarten. 

Nachdem sich in der vorhergehenden Arbeit gezeigt hat, 
dafi das Optimum der Wirksamkeit (18°) um pg = 6 liegt, 
wurden alle Erhitzungsversuche bei dieser Aciditaét ausgefiihrt. 
Ks ist zwar keine Forderung der Theorie, dafi die Aciditit 
der optimalen Wirksamkeit mit der Aciditét der maximalen 
Stabilitét zusammenfallt, indessen weichen die py-Werte fiir 
optimale Wirksamkeit und Stabilitat erfahrungsgemaB wenig von- 
einander ab. So betragt z. B. nach Versuchen von Laurin an 
Hefensaccharase py in beiden Fallen ziemlich iibereinstimmend 
4,5; etwas griéfier ist die Differenz bei Malzamylase, wie 
neue Versuche ergeben haben, die Herr Adjunkt EK. Ernstrém 
in einiger Zeit mitteilen wird. 

Die Erhitzungsdauer war bei unseren Versuchen durchweg 
60 Minuten. 


Die Erhitzung der Enzymlésungen geschah unter den von 
Laurin angegebenen Vorsichtsmabregeln. Unmittelbar nach 
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der Abkiihlung der Enzymlésung wurde dieselbe mit der Lésung 
von 4,8 g Rohrzucker in 25 ccm Wasser vermischt. 

Die Inversion ging immer bei genau 30° vor sich, und 
zwar in Riicksicht auf die langen Versuchszeiten, in Gegen- 
wart von Toluol. 

Zu jeder Polarisation wurden der Versuchsmischung 10 cem 
entnommen und in 10 cem 5°/ciger Sodalésung einpipettiert. 
Die Polarisation geschah bei Zimmertemperatur im 10 em-Rohr. 








Versuche. 
Versuch 1. 
Erhitzung 1 Stunde auf 45°. 
Stunden Drehung k - 104 

0 +- 2°54 — 
24 + 2°07 24 
46 + 19,77 23 
70 + 1°51 21 
92 + 1°18 23 








Versuch 2. 


Erhitzung 1 Stunde auf 50°. 














Stunden Drehung k - 10¢ 
0 + 2°54 _- 
21 + 2°19 22 
44 + 2°07 15 
71 + 1°92 12 
95,5 +- 1°,78 11,5 
112,5 +- 1°,66 11,5 


Versuch 3. 


Erhitzung 1 Stunde auf 52°. 











Stunden Drehung k - 10¢ 





0 +. 29.55 — 
21 +. 29.39 9,7 
48 +. 20.98 7 








72,5 +4. 29,98 6 








Temperaturempfindlichkeit des rohrzuckerspaltenden Enzyms usw. 7] 


Versuch 4. 


Erhitzung 1 Stunde auf 55°. 
Keine Inversion. Das Enzym ist vollstindig unwirksam. 


Versuche mit Hefensaccharase. 


Bei friiheren Versuchen hatte es sich gezeigt, dafi die 
Temperaturempfindlichkeit der Hefensaccharase von der Ver- 
diinnung des Enzyms nicht ganz unabhangig ist. Da wir nun 
hier mit Enzymlésungen gearbeitet haben, deren Wirksamkeit 
auferordentlich (etwa 100000mal) geringer war als die friiher 
von Laurin studierten, haben wir es fiir erforderlich gehalten, 
die Hefensaccharase, welche zum Vergleich herangezogen werden 
sollte, in einer entsprechenden Verdiinnung zu untersuchen. 


Zu diesem Zweck wurde die friiher beschriebene Enzym- 
lésung 3 A a im Verhiltnis 1 : 10° verdiinnt. 
Hier mufite natiirlich die Erhitzung bei der fiir Hefen- 
saccharase geltenden optimalen Aciditét py = 4,5 geschehen. 
Im iibrigen war die Methodik genau dieselbe wie oben 
erwahnt. 
Versuch Lb. 


Nicht erhitzte Hefensaccharaselésung. 





Stunden Drehung k - 10 














0 + 2°55 _ 
26 +- 2°26 18 
44 + 2°11 13 

Versuch 2b. 


Erhitzung 1 Stunde auf 50°. 


Stunden Drehung k - 10¢ 











0 + 2,55 wit 
25,5 + 29.27 13 
43 +. 2912 13 








66 + 2°,00 11 
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Versuch 3b, 


Erhitzung 1 Stunde auf 55°. 
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Stunden Drehung k - 10¢ 
0 + 2°55 — 
24,5 + 2°30 13 
38 + 2°25 9 
66 + 2°15 8 
Versuch 4b. 
Erhitzung 1 Stunde auf 58°. 
Stunden Drehung k - 104 
0 + 2°55 — 
24 + 2°40 8 
47 + 2°26 8 
68,6 + 2°22 6 
Versuch 5b. 
Erhitzung 1 Stunde auf 60,5 °. 
Stunden Drehung k - 104 
0 + 2°55 _— 
25,5 + 2°52 1,5 
47 + 2°50 1,4 








Berechnung und Besprechung. 


Bei den Versuchen 2 und 3 mit Darmsaccharase nahmen 
die Inversionskonstanten aus einem noch nicht aufgeklarten 
Grund ab. Berechnen wir trotzdem Mittelwerte aus jedem 





Versuch, so ergibt sich folgende Zusammenstellung: 








Erhitzungstemperatur a ve “ atante 
18° 23 
45 ° 23 
50° 15 
52 ° 7 
55 ° 0 
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Berechnet man hieraus den Inaktivierungskoeffizienten 


so erhalt man 





Inaktivierungs- 
Erhitzungstemperatur koeffizient k,, - 10* 
(t in Minuten berechnet) 





18° 0 
45° 0 
50° 31 
§3* &6 
55° co 





Berechnet man hingegen die mit Hefensaccharase ange- 
stellten Inversionsversuche, so erhilt man folgende Werte: 








Erhitzungstemperatur alicia —— Reon me 0! 
18° 13 0 
50 ° 13 0 
O° 10 19 
58 ° 7 45 
60,5 ° 1,4 161 








Aus dieser Tabelle zeigt sich zunichst, dafi die Temperatur- 
empfindlichkeit unserer stark verdiinnten Hefensaccharase sich 
von der in starkeren Konzentrationen bestimmten nicht wesent- 
lich unterscheidet. Die Temperatur der halben Inaktivierung 
bei 1stiindiger Erhitzung kann aus obigen Messungen zu 58,3 ° 
interpoliert werden. Aus den friiheren Versuchen von Laurin 
wird 58,7° gefunden. 

Die grofie Verschiedenheit in der Temperaturempfindlich- 
keit des Darmenzyms und des Hefenenzyms geht am deut- 
lichsten aus der graphischen Darstellung der Inaktivierungs- 
koeffizienten kg hervor (Figur). 

Ks ergibt sich also, dai das rohrzuckerspaltende Darm- 
enzym bei der Aciditaét seiner optimalen Wirksamkeit bedeutend 
temperaturempfindlicher ist als die Hefensaccharase. Die Tem- 
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peratur der halben Inaktivierung liegt beim Darmenzym etwa 
7 Temperaturgrade tiefer als beim Hefenenzym. Wenn auch 
bei einzelnen Hefenrassen diesbeziigliche Verschiedenheiten vor- 
kommen’), so sind dieselben doch in keinem Falle so grof} ge- 
funden worden, wie zwischen den hier verglichenen Enzymen. 
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Was die Verschiedenheiten der beiden Enzyme hinsichtlich 
der optimalen Aciditéit betrifft, so wird man annehmen, dafi 
es sich um eine Anpassung an die Aciditét des Darmes handelt, 
welche von Auerbach und Pick?) zu py = 8,2 gefunden 
worden ist. Diese Anpassung an die Aciditét des Mediums 
entspricht ganz den fiir Esterasen gefundenen Verhiltnissen. 
Hier sind durch die Untersuchungen von Michaelis, Rona 
und Davidsohn zwei deutlich verschiedene Enzymgruppen 
nachgewiesen worden, von welchen die eine, die Magenlipase, 
ihr Optimum in saurer Lisung (pg = 5—3), die andere, die 
Pankreas- und Darmlipase (zu welcher Gruppe auch die Serum- 
lipase gehért), ihr Optimum in schwach alkalischer Lésung 
(pp = 8,5) besitzen. Leider liegen iiber diese beiden Enzym- 





‘) Vgl. hierzu auch Euler und Laurin, Biochem. Zeitschr. Bd. 97, 
S. 156 (1919) und Bd. 102, S. 258 (1920). 
*) Auerbach und Pick, Biochem. Zeitschr. Bd. 48, S. 425 (1913). 
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eruppen noch keine Messungen der Temperaturempfindlich- 
keit vor. Eine Saccharase von Acidititsoptimum py = 7 haben 
iibrigens kirzlich Avery und Glenn Cullen’) in Pneumo- 
kokken gefunden. 

Der Wirkungsgrad der Saccharase im menschlichen Darm 
verdient iibrigens in mancher Hinsicht unsere Aufmerksamkeit. 
Bekanntlich wird Rohrzucker, per os eingenommen, vor der 
Resorption gespalten, und geht als solcher erst ins Blut iiber, 
wenn sehr grofie Mengen eingenommen werden’), fiir deren 
Spaltung also die Darmsaccharase nicht ausreicht. 

Andererseits wiirde nach Abderhalden®) die intravenése 
Hinfiihrung von Rohrzucker, wenigstens beim Hund, sofort die 
Bildung einer Antisaccharase hervorrufen. Nun diirfen aller- 
dings derartige beim Hund gefundene Verhiltnisse nicht ohne 
weiteres auf den Menschen oder auf andere Siugetiere iiber- 
tragen werden, aber die beiden genannten Tatsachen geben 
zu weiteren Priifungen Veranlassung. 

Daf} das an 37° gewéhnte Enzym fiir héhere Temperaturen 
empfindlicher ist als dasjenige der Hefe, welches in der Regel 
bei Temperaturen zwischen 15° und 25° wirksam ist, kann 
auffallend erscheinen. Es hingt dies méglicherweise damit 
zusammen, dafi das Hefenenzym an gréfere Temperaturschwan- 
kungen angepafit ist als das menschliche, welches stets bei 
sehr annihernd konstanter Temperatur tiatig ist. 

Die geringe Stabilitaéit des menschlichen rohrzuckerspal- 
tenden Enzyms erinnert tibrigens, wie auch die gegen die 
alkalische Seite verschobene optimale Aciditit, an die Ver- 
hiltnisse, welche fiir die Hefen-Maltase gefunden worden sind‘), 
und es ist zu untersuchen, ob nicht das von uns hinsichtlich 
Rohrzuckerspaltung untersuchte Enzym auch gegentber Mal- 





1) Avery und Glenn Cullen, Journ, of exp. med. Bd. 32, S, 583 
(1920). 

2) Siehe J. E. Johansson, Skand. Arch. fiir Physiol. Bd. 21 (1908). 

3) Abderhalden, Abwehrfermente, 4. Aufl., 8.75, und Diese Zeit- 
schrift Bd. 69, S. 23 (1910). 

*) Michaelis und Rona, Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 (1918). 
Willstatter und Steibelt, Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 (1920), 
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tose wirksam ist. Jedenfalls zeigt unser Priaparat solche 
Wirkungen. 

Shungo Osato (Tohoku Journ. of exp. med. Bd. 1, 1920) 
hat neuerdings die Verteilung der Maltase in tierischen Dir- 
men untersucht; die Darmschleimhaut des Jejunums fand er 
an Maltase am reichsten, was mit den hiesigen Resultaten 
beziiglich Saccharase gut im Hinklang steht. Siehe iibrigens 
bezel. Maltase auch Tebb, Journ. of Physiol. Bd. 15, S. 421 
(1893). 

Sehr wiinschenswert fiir die Beurteilung der Rohrzucker- 
spaltung am Verdauungstraktus’) sind neue Versuche am leben- 
den Darm unter Zufiihrung von Rohrzucker, solche Versuche 
sind in Aussicht genommen. 


Zusammenfassung. 


Das rohrzuckerspaltende Enzym des menschlichen Jejunums 
zeigt eine erheblich gréBere Temperaturempfindlichkeit als das 
entsprechende Hefenenzym; beide Temperaturempfindlichkeiten 
sind quantitativ verglichen worden (siehe Fig. S. 74). 

Hefensaccharase und Darmsaccharase sind also verschie- 
dene Enzyme. 


1) Kine Uberschlagsrechnung ergibt, da® z. B. 100 ccm einer 10 pro- 
zentigen Rohrzuckerlésung per os eingenommen im Magen héchstens 
zu 10°/, invertiert wird. 








Uber Kisensalze der Dipyrrylphenylmethanfarbstoffe und iiber 
Triphenylpyrrylmethane. 


I. Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer und Viktoria Luckmann. 


(Aus dem Universititsinstitut fiir medizinische Chemie in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Marz 1921.) 


Feist’) hat aromatische Aldehyde mit Pyrrolen kon- 
densiert und so Dipyrrylphenylmethane erhalten. Fischer 
und Meyer Betz*) haben dann gezeigt, daf} diese Kérper 
Leukoverbindungen von Farbstoffen sind, und erkannten die 
volistiindige Analogie dieser Farbstoffe mit den Triphenyl- 
methanfarbstoffen. Kristallisiert wurden damals die Farbstoffe 
nicht erhalten und auch nicht gefunden, dal sie Eisensalze 
geben; dies ist jetzt gegliickt, und zwar vor allem dadurch, 
da an Stelle von 2,5 Dimethyl3carbithoxypyrrol zur Kon- 
densation mit Aldehyd das besser geeignete 2,4 Dimethyl- 
3acetylpyrrol und das entsprechende Carbithoxypyrrol ver- 
wendet wurden. Auch das damals dargestellte Kondensations- 
produkt aus 2,5 Dimethyl 3 carbithoxypyrrol und p-Dimethyl- 
amidobenzaldehyd wurde nunmehr durch Eisenchlorid zum 
Farbstoff oxydiert und dieser zur Kristallisation gebracht. 
Entsprechend den alten Vorschriften wurden die Leukoverbin- 
dungen erhalten: 


) B. 35, 1647. 
*) H. 75, 254. 
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Als diese Leukoverbindungen mit Hisenchloridlésung oxy- 
diert wurden, kristallisierten nach kiirzerem oder langerem 
Erwarmen die Eisenkomplexsalze der Farbstoffe aus: 
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H,C-C — C.CO-CH, 
C OC-CH, 


. N ee a ¢ - Fe Cl, + 


© 
a 
i 
/ 


‘N= =¢ . FeCl, ‘ 
H,C | bg % NH 
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H,C-C — C- CO0C,H, 


H,C == 
VI. i aa . FeCl, 


Diese Eisenkomplexsalze kristallisieren in derben Prismen 
von fuchsinartigem Glanz und enthalten das Eisen, wenigstens 
im Acetylfarbstoff IV und in VI sehr fest gebunden. Das Doppel- 
salz V hingegen wird schon durch Umkristallisieren aus Essig- 
ester oder beim Aussalzen der wif rigen Lésung zum grofen 
Teil in freien Farbstoff und Hisenchlorid gespalten. Spektro- 
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skopisch unterscheiden sich die zum Pyrrolstickstoff in «-Stel- 
lung kondensierten Farbstoffe V und IV von dem durch Konden- 
sation in $-Stellung erhaltenen Farbstoff VI dadurch, dafi sie 
nach entsprechendem Verdiinnen der wisserigen Lésung 2 Ab- 
sorptionsstreifen, einen im Griin und einen im Blau, geben, 
wihrend der Farbstoff VI nur im Griin absorbiert. In kon- 
zentrierter Salzsiure oder Schwefelsiiure lésen sich alle drei 
Farbstoffe mit schwach rétlicher Farbe, spektroskopisch ist 
nach entsprechendem Verdiinnen mit konzentrierter Saiure bei 
den Farbstoffen IV und V nur mehr Absorption im Griin zu 
beobachten, beim Farbstoff VI findet eine Verschiebung der 
Absorption im Griin gegen Blau statt; nach starkem Ver- 
diinnen mit Wasser treten wieder die Farbungen und Ab- 
sorptionserscheinungen der wiifjrigen Farbstofflésungen auf, 
ein Verhalten, das an die Triphenylmethanfarbstoffe erinnert. 
Auch Dipyrrylmethane scheinen durch Eisenchlorid in kristalli- 
sierte Komplexsalze von Farbstoffen iibergefiihrt zu werden. 
So zeigt sich auch hier die Analogie mit den Diphenylmethanen 
und den Triphenylmethanen, deren Hisendoppelsalze von Gom- 
berg') und v. Baeyer’) beschrieben wurden; diese Verbin- 
dungen werden dort jedoch schon durch Wasser und Alkohol 
hydrolytisch zersetzt. Hier tritt Hydrolyse durch Wasser nur 
bei V ein, und nachdem im Acetylfarbstoff (1V) das Eisen er- 
heblich fester gebunden ist als im Carbithoxyfarbstoff (\), 
ist zu erwarten, dafi bei Variation der Substituenten der 
Pyrrolkerne, z. B. bei Verwendung vom Himopyrrol als Pyrrol- 
komponente, das Eisen vielleicht in einer Bindung analog dem 
Blutfarbstoff zu erhalten sein wird, d. h. da Ubergang aus der 
Molekiilverbindung in Substitutionsprodukte erfolgen wird. 
Weitere Untersuchungen dariiber sind im Gang, die Publikation 
eines Teiles der bisherigen Resultate erfolgt schon jetzt wegen 
der Unméglichkeit der weiteren gemeinsamen Untersuchung 
wegen Ubersiedlung des einen von uns nach Miinchen. 


1) B. 40, 1872; B. 35, 1837. 

2) B. 40, 3083. Uber weitere Doppelsalze mit Metallhalogeniden 
siehe Kehrmann und Wentzel, B. 34, 3815; Norris und Sanders, 
Amer. chem. Journ. Bd. 25, 8. 54 (1901). 
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Weiterhin wurden Triphenylpyrrylmethane dargestellt, und 
zwar interessierte uns das Verhalten dieser Kérper speziell, 
um neue Anhaltspunkte fiir die Bindung der Pyrrole im Blut- 
farbstoff zu gewinnen bzw. um den offenbar grundlegenden Unter- 
schied festzustellen, die zwischen der Stabilitaét der Kohlenstoff- 
Kohlenstoffbindung zwischen Pyrrolkernen und Benzolkernen 
besteht. Zwischen Benzolkernen, die durch Kohlenstoffbriicken 
miteinander verbunden sind, tritt der Zerfall durch reduzie- 
rende Agentien nicht ‘eicht ein, wihrend bei Pyrrolen dieser 
Zerfall relativ leicht erfolgt, wie dies von H. Fischer und 
Bartholomius vielfach festgestellt worden ist’). 


Allerdings hangt bei den Benzolderivaten, z. B. bei den 
Triphenylmethanfarbstoffen, die Stabilitét am Kohlenstoff offen- 
bar auch ab von den Substituenten, jedoch legen systema- 
tische Untersuchungen nicht vor und sollen auch diese in An- 
griff genommen werden. 


Zu Triphenylpyrrylmethanen ist bisher nur Pyrrol mit 
verschiedenen Carbinolen kondensiert worden*), eine niahere 
Untersuchung dieser Kondensationsprodukte und ihrer Natur, 
insbesondere auch, ob Kondensation am Kohlenstoff oder am 
Stickstoff erfolgt, ist nicht geschehen. Als Carbinol wurde 
vorlaufig Triphenylearbinol angewendet, das in Eisessig mit 
2.4 Dimethyl] 3 acetylpyrrol sowie mit 2,4 Dimethyl 3 carbath- 
oxypyrrol und vergleichshalber mit Dimethylanilin konden- 
siert wurde. In allen Fallen wurden schén kristallisierte 
Priparate erhalten, denen wir die Konstitutionsformeln VII, 
VIII und IX zuerteilen: 


e ; es HC - C— ; - CO - CH; 
i oe | 
VIL. | y, C Cc C.CH, 





1) H. 82, 401; H. 83, 53; H. 87, 255; H. 89, 163, 255. 
2) E. Kothinsky und R. Patzewitch B. 42, 3104, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXV. 6 
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a. H,C - tr - COOC, H, 
VIIL. 4 Z * C o @ CH; 
an 
ia * 
=< ea 
IX. / C % 7 Pa N cH, 


Wie die Konstitutionsformeln bei den Pyrrolderivaten 
zeigen, wird Bindung am Kohlenstoff angenommen, was von 
vornherein ja das wahrscheinlichste ist. Bewiesen wird sie 
dadurch, dafi die erhaltenen Produkte nicht mehr die Ehrlich- 
sche Reaktion erfiillen und dafi} tetrasubstituierte Pyrrole, 
wenigstens in zwei untersuchten Fallen, die Kondensation nicht 
eingingen; untersucht wurden 2,4 Dimethyl 3,5 dicarbithoxy- 
pyrrol und 2,4 Dimethyl 3,5 diacety]pyrrol. 


Bei der Reduktion der drei angefiihrten Kondensations- 
produkte mit EHisessig-Jodwasserstoff unter genau gleichen 
Bedingungen wurde nur bei den Kérpern VII und VIII eine 
glatte Aufspaltung in Pyrrol und Triphenylmethan beobachtet, 
wiihrend das Tetraphenylprodukt IX sich als resistent gegen 
eine derartige Behandlung erwies. 


Wihrend aus den Reduktionsversuchen bei den Pyrrolen 
die leichte Abspaltung eines Pyrrols im Gegensatz zu dem 
Triphenylmethanrest immerhin noch durch den Unterschied 
der Basicitiét oder durch den Kinfluf} der Seitenketten erklart 
werden kénnte, ist dieser Einwand bei dem Produkt IX nicht 
moglich, aus dessen gréferer Stabilitit unbedingt auf eine 
gréBere Haftintensitat der Kohlenstoffbindungen zwischen Ben- 
zolkernen geschlossen werden muf, wenn nicht die Bindung in 
p-Stellung die Ursache der Bestaéndigkeit ist. 
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Experimenteller Teil. 
Bis[2,4 dimethyl 3 acetylpyrryl] p-dimethylamidophenyl-methan (1). 


1,37 g 2,4Dimethyl 3acetylpyrrol (0,01 Mol.) und 2 g 
p-Dimethylamidobenzaldehyd (0,015 Mol.) wurden in 15 cm* 
absolutem Alkohol gelést und mit 1 g fein gepulvertem Ka- 
liumbisulfat '/, Stunde lang im Wasserbad erhitzt. Es trat 
sofort Violettfiirbung ein. Die Fiiissigkeit wurde dann in 
200 cm? Wasser gegossen, mit Soda schwach alkalisch ge- 
macht; dabei verschwindet die Farbung und es fallt eine 
braune harzartige Masse aus. Durch wiederholtes Auskochen 
mit Wasser wurde der iiberschiissige Aldehyd herausgelést 
und das beim Filtrieren zuriickbleibende Ol, welches bald kri- 
stallinisch erstarrt, aus Essigester umkristallisiert. Die Sub- 
stanz ist leicht léslich in Methylalkohol, Chloroform, Aceton, 
erst in der Wirme in Athylalkohol, Kssigester, Benzol und 
Eisessig. Nach 4maligem Umkristallisieren aus Essigester 
und Entfernen des Kristallessigesters stieg der Schmelzpunkt 
nicht mehr iiber 165—166°. Die Ausbeute an reinem Produkt 
betragt 50 °/o des angewandten 2,4Dimethyl 3 acetylpyrrols. 
Das Kondensationsprodukt kristallisiert in farblosen feinen 
Nadeln in Biischeln, farbt sich aber schon wihrend des Fil- 
trierens hellviolett und auch die Lésungen sind immer violett 
gefarbt. | 


Fiir C,, H;, N, 0. 
berechnet: 74,03 °/, C, 7,71 °/, H, 10,37 °/, N: 
gefunden: 74,00 °/, C, 7,85°/, H, 10,47 °/, N) . 
10,28"), NJ nach Kjeldahl, 
10,65 °/, N) nach Dumas. 


6,44 mg Substanz gaben 17,47 mg CO,, 4,52 mg H,O'). 

NH, aus 3,688 mg Substanz verbrauchten 1,84 cm® n/70-Saure. 
NH, aus 2,86 mg Substanz verbrauchten 1,47 cm® n/70-Saure. 
2,119 mg Substanz gaben 0,203 cm’ N, 24°, 750 mm. 





1) Diese und die iibrigen Mikro-Kohlenstoff- W asserstoff- Bestimmungen 
verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Dozent Dr. E. Philippi, dem 
wir auch an dieser Stelle verbindlichsten Dank aussprechen. 





SRD 
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Chiorhydrat des Bis [2. 4. dimethyl-3 acetylpyrryl] p-Dimethylamido- 
phenyl-carbinol Eisenchlorid. 

3 g p-Bis[2,4 dimethyl 3 acetylpyrryl]methylphenylen-di- 
methylamin wurden in 30 cm® Alkohol gelést und mit 150 em? 
einer 10 °/oigen wafirigen Eisenchloridlésung 2 Stunden lang auf 
dem Wasserbad erhitzt, bis sich Kristalle abgeschieden hatten. 
Die Kristalle sind griin, erscheinen unter dem Mikroskop als 
braune Prismen. Es wurden 4 g Kristalle erhalten, leicht liés- 
lich in Wasser und daraus durch Kochsalz wieder ausfillbar, 
leicht léslich in Alkohol, Aceton, Eisessig, etwas weniger 
leicht in Chloroform und Essigester, sehr schwer in Ather, 
Petrolither und Benzol. Die Lésungen in Aceton, Chloroform 
und Essigester geben bei Versetzen mit Ather oder Benzol 
wieder Kristalle des Komplexsalzes. In Pyridin ist der Farb- 
stoff spielend léslich und gibt mit Eisessig oder Chloroform 
keine Fallung. Schmelzpunkt 255° unter Zersetzung. 

Fir C,,H,, 0, N, Cl, Fe 

berechnet: 6,98°/, N, 23,56°/, Cl, 9,27 °/, Fe; 
gefunden: 6,93 °/, N‘), 24,23 °/, Cl, 8,99 °/, Fe. 

5,13 mg Substanz gaben 0.311 cm’ N, 19°, 758 mm. 

0,091 g Substanz gaben 0,0117 g Asche (Fe, Q,). 


0,1263 g Substanz gaben 0,1237 g AgCl. (Der Chlorwert ist etwas 
zu hoch, weil das Eisen vor der Fallung mit Silbernitrat nicht 
entfernt worden war.) 


Die wiafrige Liésung des Farbstoffes gibt mit Schwefel- 
ammonium schwarzes Eisensulfid, wihrend die mit Schwefel- 
wasserstofigas gesittigte wifrige Lésung erst nach einer Stunde 
eine geringe schwarze Fillung zeigt. 

Verhalten gegen Natriumithylat: 0,1 g des Farbstofies 
wurde mit 5 ccm absolut alkoholischer Natriumithylatlésung 
zum Sieden erhitzt. Sofort fiel reichlich Eisenhydroxyd aus, 
dessen rétlich braunes Filtrat gab bei Versetzen mit Wasser 
eine dunkelviolette kristallisierte Fallung, die unter dem Mikro- 
skop jedoch nicht einheitlich aussah, sondern aus rotbraunen 





') Die angegebenen N-Volumina sind die abgelesenen Werte, ohne 
2°/,igen Abzug; Frl. N. Russo sind wir far die Ausfiihrung zu grofem 
Dank verpflichtet. 
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Wiirfeln und Prismen bestand. Vermutlich ist die Fallung ein 
Gemisch von Farbbase und eisenfreiem Farbstoff. Die Substanz 
list sich spielend in Alkohol mit violetter Farbe, leicht in 
Wasser, aber mit rotbrauner Farbe, die beim Ansiiuern in 
Violett umschligt; mit Kochsalz wird aus der Lésung nichts 
ausgesalzen, nach Erwirmen mit Eisenchloridlésung fallt jedoch 
Kochsalz eine amorphe, violette Substanz aus. Das durch 
Wasserzusatz aus der alkalisch-alkoholischen Lésung aus- 
gefillte Produkt lést sich sehr schwer in Alkalilauge und 
Ammoniak, die waiBrige Lésung wird jedoch durch Ammoniak 
nicht gefallt und auch nicht entfairbt. Durch Atherzusatz 
wurde aus der alkoholischen Lésung nur eine amorphe Sub- 
stanz ausgefillt. 


Um ein Produkt zu erhalten, welches zwar eisenhaltig, 
aber halogenfrei wire, wurden noch 0,1 g des Komplexsalzes 
in absolutem Alkohol gelést und mit alkoholischer Natrium- 
ithylatlésung in der Kilte stehen gelassen. Die Lésung 
blieb mehrere Stunden lang klar; nach einigen Tagen war auch 
hier Kisenhydroxyd ausgefallen, das rote Filtrat gab jedoch mit 
Wasser keine Fillung und war nach dem Verdiinnen nur mehr 
hellbraun gefairbt; beim Ansduern schlagt die Farbe wieder 
in Violett um, mit Kochsalz wurde keine Fallung erhalten. 
Ks war also eine weitgehendere Verianderung eingetreten. 


Reduktion des Farbstoffkomplexsalzes: 0,1 g Farbstoff 
wurde in 6 cm*® Wasser gelést und mit 0,2 g Natriumhydrosulfit 
einige Minuten lang gekocht, das hierbei abgeschiedene dunkle 
Produkt durch Alkoholzusatz in Lésung gebracht und mit noch 
0,1 g Hydrosulfit bis zur vollstandigen Entfarbung gekocht und 
rasch filtriert. Das Filtrat farbt sich bald wieder rosa bis rot- 
violett unter Abscheidung einer weifien amorphen Substanz. 
Die Suspension wurde mit Chloroform ausgeschiittelt und der 
nach Verdampfen des Chloroforms hinterbleibende Riickstand mit 
Kssigester verrieben; es kristallisierten schwach gefirbte Na- 
deln in Biischeln aus, die nach dem Trocknen auf dem Wasser- 
bad bei 160° schmolzen, ebenso liegt der Mischschmelzpunkt 
mit der entsprechenden Leukoverbindung bei 161°. 
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I-Bis [2,4 dimethyl 3 carbithoxypyrryl] dimethylamidophenyl- 
methan (II). 

2 g 2,4 Dimethyl 3 carbathoxypyrrol und 3 g p-Di- 
methylamidobenzaldehyd wurden in 20 cm* absolutem Alkohol 
gelést und mit 1 g gepulvertem Kuliumbisulfat versetzt. So- 
fort farbte sich die Fliissigkeit violett, nach '/, stiindigem Kochen 
wurde in 300 cm® Wasser gegossen, schwach alkalisch gemacht, 
dabei entfarbte sich die Lésung, und das ausgefallte braune 0] 
wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht, bis kein iiberschiissiger 
Aldehyd aus dem erkalteten Filtrat mehr auskristallisierte ; 
das ungeléste Ol, welches bald kristallinisch erstarrte, wurde 
aus Methylalkohol umkristallisiert. Nach 3maligem Umkristal- 
lisieren blieb der Schmelzpunkt bei 204—205°, die Schmelze 
ist braun. Unter dem Mikroskop erscheinen die Kristalle als 
farblose unregelmiafiig begrenzte Blaittchen, trocken farben sie 
sich an der Luft bald rétlich und geben auch immer rosa bis 
rote, Lésungen. Die Substanz list sich leicht in warmem Al- 
kohol, in Essigester, Benzol, Ather, Aceton, Hisessig und 
Chloroform, schwer in Wasser. Die Ausbeute aus 2 g 2,4 Di- 
methyl 3 carbithoxypyrrol betrug 1,3 g reines Kondensations- 
produkt. 

Fir C,,H;,0,N; 
berechnet: 69,64°/, C, 7,58°/, H, 9,03°/, N; 


70; N (Ki at 
gefunden: 69,66°/, C, 7,60°/, H, po op : cae 
8,22 mg Substanz gaben 20,99 mg CO,, 5,58 mg H,O. 

4,17 mg Substanz gaben 0,341 cm*® N, 19°, 752 mm. 
Ammoniak aus 3,99 mg Substanz verbrauchte 1,82 cm® n/70-Siure. 


Chlorhydrat des Bis[2,4 dimethyl 3 carbithoxypyrryl]dimethy]- 
amidophenylcarbinol Eisenchloridkomplexsalz (V). 


3 g p-Bis|2,4 dimethyl 3 carbiithoxypyrry] |methylphenylen- 
dimethylamin wurden in 30 cm’ Alkohol gelést und mit 150 cm* 
einer 10°/oigen Eisenchloridlésung im Wasserbad erwiarmt; die 
sofort tiefviolett gefirbte Fliissigkeit triibte sich und nach einer 
halben Stunde hatte sich am Boden des Becherglases eine amorphe 
dunkle Schmiere abgesetzt; nach einigem Reiben mit einem 
Glasstab kristallisierte reichlich Substanz in haarfeinen Nadeln 
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aus, in einer Ausbeute von 5 g. Der Farbstoff lést sich, wenn 
noch feucht, spielend in Wasser, nach dem Trocknen etwas 
schwerer, ist leicht léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, 
Hisessig, immer mit violetter Farbe, etwas weniger leicht in 
Essigester, kristallisiert daraus in griinen Kristallwiirfeln wieder 
aus, sehr schwer ldslich in Benzol, Ather und Petrolither. 
1 g Farbstoff gab nach Umkristallisieren aus Essigester nur 
0,3 g Farbstoff, der nicht mehr eisenhaltig ist, unter dem 
Mikroskop braune Nadeln in Biischeln, die trocken griin er- 
scheinen; der eisenfreie Farbstoff lést sich noch immer leicht 
in Wasser und Alkohol, wird aus der wafirigen Lisung durch 
Kochsalz wieder kristallisiert ausgefallt. Beim Umkristalli- 
sieren aus Kssigester blieb ein rotbraunes Produkt ungeldst, 
das stark eisenhaltig ist. Die Mutterlauge des umkristalli- 
sierten Farbstoffes gibt nach Kindunsten, Wiederaufnehmen mit 
Wasser und Fallen mit Kochsalz den kristallisierten eisen- 
haltigen Farbstoff. Das eisenfreie, durch Umkristallisieren aus 
Kssigester erhaltene Produkt gibt, in alkoholischer Lésung mit 
Kisenchloridlésung erwarmt, wieder den eisenhaltigen Farb- 
stoff. Sowohl der eisenhaltige als der eisenfreie Farbstoff sind 
auBerordentlich hygroskopisch. Die Analysensubstanzen wur- 
den iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum zur Konstanz getrocknet. 
Fiir C,,H,,0,N,Cl berechnet 8,41°/, N 
gefunden 7,94°/, N. 
Kine Spur Eisen enthielt der aus Essigester umkristallisierte 
Farbstoff noch immer, 33,81 mg Substanz gaben 0,065 mg Asche, 
daraus berechnen sich 0,13°/o Eisen; dadurch erklirt sich der 
etwas zu tiefe Stickstoffwert. 
5,586 mg Substanz gaben 0,395 cm® N, 18°, 742 mm, 

Vollstindig war also das Komplexsalz des Farbstoffes 
durch einmaliges Umkristallisieren aus Essigester nicht ge- 
spalten worden; die Substanz wurde ein zweites Mal aus Essig- 
ester umkristallisiert und mit diesem Produkte eine Halogen- 
bestimmung nach Carius ausgefiihrt. 

Berechnet fiir C,, H,;,0,N,Cl: 7,09°/, Cl 
Gefunden: 7,27 °/, Cl 


0,1565 g Substanz gaben 0,0460 g AgCl, 
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Eine zweite Probe des Farbstoff-Komplexsalzes wurde in 
Wasser gelést und durch konzentrierte Kochsalzlisung kristal- 
lisiert wieder ausgefallt. Trotzdem die Substanz unter dem 
Mikroskop einheitlich kristallisiert aussieht, scheint sie nach 
den Analysenresultaten doch ein Gemisch des freien Farbstoffes 
mit dessen Komplexsalz zu sein. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cl,Fe: 6,35°/, N, 21,42°/° Cl 
Berechnet fiir C,,H,,0,N, Cl: 8,41°/, N, 7,09°/, Cl 
Gefunden: | 7,42°/,N, 8,37°/, Cl 
10,98 mg Substanz gaben 0,711 cm® N bei 20°, 756 mm. 
0,093 g Substanz gaben 0,0316 g Ag(Cl. 

SchlieBlich wurde eine Mikroeisenbestimmung des Roh- 
produktes ausgefiihrt. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cl, Fe: 8,43°/, Fe 
Gefunden: 8,00°/, Fe 
2,41 mg Substanz gaben 2,76 mg Asche. 

Hier liegt also offenbar das Komplexsalz vor. 


Spektroskopisches Verhalten: Die Lésung von 2,4 Di- 
methyl 3 carbaithoxypyrrol in Alkohol ist farblos, gibt mit 
Ehrlich-Reagens eine Rotfairbung und absorbiert im Griin, 
auch wenn unter Kohlensaure gearbeitet wird und mit Kohlen- 
siure gesittigter Alkohol verwendet wurde. Die Leuko- 
verbindung II lést sich rosa in Alkohol und gibt mit 
Ehrlich-Reagens eine schwache Rotfirbung, genau so wie 
das entsprechende Pyrrol, absorbiert im Griin; nach Zusatz 
von 1 Tropfen Eisenchlorid wird die Farbung bedeutend inten- 
siver, aufier dem Streifen im Griin ist noch ein Streifen im 
Blau zu beobachten. Das gleiche Verhalten, namlich Absorp- 
tion in Griin und Blau, zeigt die wifrige Lésung des EKisen- 
chloridkomplexsalzes des nicht aus Essigester umkristallisierten 
Farbstoffes. In konzentrierter Salzsiure lést sich die Leuko- 
verbindung II mit gelblicher Farbe auf; mit Alkohol, der mit 
Kohlensaure gesittigt worden war, verdiinnt, tritt wieder Rot- 
farbung ein. Der Farbstoff, gelést in konzentrierter Salzsiure, 
zeigt eine Verschiebung der Absorption nach violett. 

Reduktion des Farbstoffes: 0,1 g des Farbstoffkomplex- 
salzes V wurde in verdiinnt alkoholischer Lésung durch Hydro- 
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sulfit reduziert, wie beim Farbstoff IV angegeben; die aus dem 
farblosen Filtrat ausgefallene Substanz hatte nach Umkristalli- 
sieren aus Alkohol den Schmelzpunkt 202° und zeigte, mit 
der Leukoverbindung II gemischt, keine Depression des Schmelz- 
punktes. 


p-Bis[2,5 dimethyl 3 carbithoxypyrryl]dimethylamidophenyl- 
methan (III). 

Die H. 75, S. 256 angegebene Vorschrift wurde darin 
modifiziert, da ein geringerer Uberschu® von Aldehyd und 
moéglichst wenig Alkohol als Lésungsmittel verwendet wurde; 
schlieflich wurde nicht fraktioniert neutralisiert, sondern der 
mit Alkali ausgefillte Teil durch Auskochen mit Wasser von 
Aldehyd befreit. Es wurden 2 g 2,5 Dimethyl 3 carbithoxy- 
pyrrol und 3 g_ p-Dimethylamidobenzaldehyd in 15 cm? ab- 
solutem Alkohol gelést und heifS mit 1 cm® konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt. Die violette Fliissigkeit wurde darauf in 
300 cm® Wasser gegossen, von bald auskristallisierendem iiber- 
schiissigem Aldehyd abgesaugt und das Filtrat mit Natron- 
lauge alkalisch gemacht; das hierbei ausfallende braune 
harzige Produkt wurde mit Wasser ausgekocht und gab nach 
2maligem Umbkristallisieren 1,5 g reines Kondensationspro- 
dukt. Schmelzpunkt 240°. 


Chlorhydrat des Bis[2,5 dimethyl 3 carbithoxypyrryl]dimethyl- 
amidophenylcarbinol Eisenchloridkomplexsalz (VI). 


2 g p-Bis[ 2,5 dimethy] 3 carbiithoxypyrryl |methylphenylen- 
dimethylamin wurden gelést in 20 cm® Alkohol und mit 100 cm® 
einer 10°/oigen wif rigen Eisenchloridlésung 2 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt; es trat sofort Rotfirbung ein, Kristallisation 
jedoch erst nach 2stiindigem Erwirmen. Dies hingt jedenfalls 
damit zusammen, dafi der Farbstoff in Wasser aufjerordentlich 
leicht léslich ist. Das Rohprodukt ist rot, bei Reiben griin 
bis braun, unter dem Mikroskop kleine braune Prismen. Aus- 
beute 2,5 g. 

Der Kérper lést sich auf erordentlich leicht in Wasser 
und wird durch Kochsalz wieder amorph ausgefallt, ist leicht 
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léslich in Aceton, in der Hitze auch in Essigester, Eisessig, 
Alkohol, schwerer in Chloroform, sehr schwer in Benzol, 
Ather und Petrolither. Aus Eisessig sowie Alkohol kristalli- 
siert das Farbstoff-Komplexsalz wieder aus. Schmelzpunkt 
228° unter Zersetzung. 

Berechnet fiir: C., H,,0,N,Cl, Fe 21,42°/, Cl, 8,43°/, Fe, 6,75°/, N 

Gefunden: 22,15°/, Cl, 8,63°/, Fe, 6,26°/, N 

0,1381 g Substanz gaben 0,1208 g AgCl 

12,99 mg Substanz gaben 1,64 mg Fe, O,. 

10,585 mg Substanz gaben 0,586 cm? N bei 14° und 748 mm Hg. 


2,4 Dimethyl 3 acetylpyrryltriphenylmethan (VII). 


2,6 g Triphenylearbinol,("/,, Mol.) und 1,4 g Dimethyl 3 ace- 
tylpyrrol ('/,, Mol.) wurden in 10 cm?® Kisessig gelést und 
1/, Stunde lang zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten waren 
farblose feine Kristallnadeln in Biischeln ausgefallen, die nach 
mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 156° schmolzen, 
der Mischschmelzpunkt mit Triphenylearbinol, welches bei 
160° schmilzt, lag bei 180—135°. Die Substanz ist in der 
Kialte leicht léslich in Chloroform und Benzol, in der Wirme 
in Alkohol, Essigester, Aceton und Hisessig, sehr schwer in 
Wasser, Ather und Petroliither. 


Fiir C,,H,,ON berechnet: 85,46°/, C, 6,64°/, H, 3,69°/, N; 
gefunden: I. 86,54°/, C, 6,88°/, H, 3,81°/, N. 
II. 86,67°/, C, 6,45°/, H. 
6,86 mg Substanz gaben 21,76 mg CO,, 4,22 mg H,0. 
6,16 mg Substanz gaben 19,57 mg CO,, 3,55 mg H,0. 
11,625 mg Substanz gaben 0,387 cm’ N, 18°, 757 mm. 


Das Kondensationsprodukt lést sich in konzentrierter 
Schwefelsiure mit intensiv gelber Farbe auf, bei Verdiinnen 
mit Wasser oder Eis wird daraus ein farbloses amorphes Pro- 
dukt ausgefillt, welches nach Umkristallisieren aus Alkohol 
den Schmelzpunkt 159 ° hat und mit Triphenylearbinol gemischt 
ebenfalls bei 159° schmilzt. Das wifrige Filtrat des Triphenyl- 
‘carbinols gab die Ehrlichsche Reaktion schon in der Kite, 
wihrend das Triphenylpyrrylmethan erst nach lingerem Kochen 
mit Ehrlich-Reagens die Rotfirbung gibt; gleichzeitig fielen 
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dann Kristalle mit dem Schmelzpunkt 159° aus, es wurde also 
durch das Kochen mit dem Salzsiiure-p-Dimethylamidobenzal- 
dehydgemisch das Kondensationsprodukt erst in 'T'riphenyl- 
carbinol und 2,4 Dimethyl 5 acetylpyrrol gespalten, und letz- 
teres gibt dann mit Ehrlich-Reagens die Rotfairbung. Auch 
in konzentrierter Salpetersiure list sich das Kondensations- 
produkt mit intensiv gelber Farbe, jedoch unter Entwicklung 
von Stickoxyden; durch Verdiinnen mit Wasser lief} sich kein 
teaktionsprodukt isolieren, es trat nur Entfairbung der Lésung 
ein. In konzentrierter Salzsiiure ist das Produkt schwerer, 
aber ebenfalls mit gelber Farbe léslich. 


teduktive Aufspaltung durch Eisessig- 
Jodwasserstoff. 

0,2 g Kondensationsprodukt wurden in 5 ccm Eisessig 
gelist und mit 5 ccm eines Gemisches von 2 Teilen Eisessig 
und 1 Teil Jodwasserstoff der Dichte 1,96 zum Sieden erhitzt 
und nach dem Aufkochen sofort in 300 cem Wasser, welches 
mit 1 cem Bisulfitlauge versetzt worden war, gegossen. Es 
fiel ein heller amorpher Niederschlag aus, der nach dem Um- 
kristallisieren aus Alkohol Blittchen mit dem Schmelzpunkt 
95° gab, der Mischschmelzpunkt mit Triphenylmethan zeigte 
keine Depression. Das Filtrat des Triphenylmethans gab die 
Aldehydreaktion in der Kilte. 


2,4 Dimethyl 3 carbithoxypyrryltriphenylmethan (VIII). 

2,6 g Triphenylearbinol und 1,7 g 2,4 Dimethyl 3 carbiath- 
oxypyrrol (aquimolekulare Mengen) wurden in 50 cm® Eisessig 
gelést und 1/, Stunde im Sieden erhalten. Das nach dem Er- 
kalten in Prismen auskristallisierte Kondensationsprodukt hat, 
nach Umkristallisieren aus Alkohol, den Schmelzpunkt 170°. 

Die Substanz ist in der Kiilte leicht léslich in Chloroform 
und Aceton, bei Erwairmen in Benzol und Eisessig, schwerer 
in Essigester, sehr schwer in Wasser, Ather und Petroliither. 


Fiir C,,H,,0,N berechnet: 82,11°/, C, 6,65°/, H, 3,42°/, N; 

gefunden: 83,52°/, C, 7,12°/, H, 3,64°/, N. 

6,61 mg Substanz gaben 20,25 mg CO,, 4,21 mg H,O. 
6,695 mg Substanz gaben 0,215 cm* N bei 20° und 759 mm Hg. 
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Mit konzentrierter Schwefelsiure tritt die Spaltung des 
Kondensationsproduktes nicht so leicht ein, wie bei dem 2,4 Di- 
methyl! 3 acetylpyrryltriphenylmethan (VII). Das Produkt lést 
sich zwar auch gelb in konzentrierter Schwefelsdéure und gibt, 
mit Wasser verdiinnt, eine amorphe Fallung mit dem Schmelz- 
punkt 130°, nach Umkristallisieren aus Alkohol stieg jedoch 
der Schmelzpunkt auf 170° und der Mischschmelzpunkt mit 
dem 2,4 Dimethyl 3 carbathoxypyrryltriphenylmethan zeigte 
keine Depression. 

Bei mehrstiindigem Erwirmen mit 80°/oiger Schwefel- 
siure trat Spaltung ein; das durch Wasserzusatz ausgefiillte 
Produkt schmolz bei 154°, nach Umkristallisieren aus Al- 
kohol bei 160°, ebenso lag der Mischschmelzpunkt mit Tri- 
phenylcarbinol bei 160°. Das wiabrige braéunliche Filtrat gab 
die Aldehydreaktion, durch Chloroform wurde das braune Pro- 
dukt der wifrigen Fliissigkeit entzogen, nach dem Abdunsten 
des Chloroforms blieb eine amorphe braune Substanz zuriick, 
die nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. 

Mit Kisessig-Jodwasserstoff wird das Produkt glatt ge- 
spalten: 0,2 g Kondensationsprodukt wurden in 5 cm? Kisessig 
gelést und mit 5 cm® eines Gemisches von 2 Teilen Hisessig 
und 1 Teil Jodwasserstoff der Dichte 1,96 versetzt, zum Sieden 
erhitzt und sofort in 300 cm*® Wasser, das mit 1 cm* Natrium- 
bisulfitlauge versetzt worden war, gegossen. Hs fiel ein heller 
amorpher Niederschlag aus, der, aus Alkohol umkristallisiert, 
Blaittchen mit dem Schmelzpunkt 95° gab, der Mischungs- 
schmelzpunkt mit Triphenylmethan gab keine Depression. Das 
wafirige Filtrat gibt die Ehrlichsche Reaktion in der Kilte. 


p-Dimethylamidophenyltriphenylmethan (IX). 


2,6 g Triphenylcarbinol und 1,2 g Dimethylanilin (je 
1/,, Mol.) wurden in 30 cm? Eisessig gelést und '/, Stunde zum 
Sieden erhitzt. Die Lésung fluoreszierte erst griin, dann blau- 
lich bis braun, in der Kalte mit intensiverer Farbe als in der 
Hitze. Die gleichen Farbungen zeigt Dimethylanilin allein beim 
Kochen mit Eisessig. Nach 2 Stunden kristallisierte viel Sub- 
stanz in feinen Nadeln aus. Das Kondensationsprodukt lést 
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sich momentan in Chloroform und Benzol, ziemlich leicht in 
Essigester, Aceton und Eisessig, schwerer in Alkohol, sehr 
schwer in Wasser, Ather und Petrolither. Nach 3maligem 
Umkristallisieren aus Aceton stieg der Schmelzpunkt nicht mehr 
iiber 208°. Mit Xylol gibt das Produkt keine Farbung. 


Fiir C,,H,,N berechnet: 89,21°/, C, 6,94°/, H, 3,86°/, N; 
gefunden I: 89,95°/, C, 7,55°/, H, 4,14°/, N, | 
II: 89,72°/, C, 7,04%, H, 3,80°/, N. 
6,80 mg Substanz gaben 22,42 mg CO,, 4,59 mg H,O. 
6,96 mg Substanz gaben 22,89 mg CO,, 4,38 mg H,O. 
6,115 mg Substanz gaben 0,226 cm® N, 20°, 747 mm Hg. 


9,198 mg Substanz gaben 0,307 cm® N, 27°, 759 mm Hg. 


In konzentrierter Schwefelsiure ist das Tetraphenylmethan 
schwer léslich, es lést sich erst beim Erwarmen, auch mit 
gelber Farbe, gibt aber beim Verdiinnen mit Wasser nur eine 
leichte Triibung, keinen filtrierbaren Niederschlag. Das Kon- 
densationsprodukt scheint nicht unzersetzt destillierbar zu sein, 
die Dimpfe haben aromatischen Geruch, und das erstarrte De- 
stillat schmilzt schon bei 50°. Bei der Einwirkung von KEis- 
essig-Jodwasserstoff unter den gleichen Bedingungen wie bei 
Kérper VIII beschrieben, wurde ein amorphes Produkt erhalten, 
das nach Umkristallisieren aus Alkohol bei 205° schmolz; der 
Mischschmelzpunkt mit dem p-Dimethylamidophenyltriphenyl- 
methan zeigte keine Depression, es ist also hier keine Spaltung 
eingetreten. 














Uber Azofarbstoffe des Bilirubins. 


I. Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer und Hermann Barrenscheen. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11, April 1921.) 





In Verfolgung seiner im Harn entdeckten Diazoreaktion 
beschrieb Ehrlich!) 1883 eine Farbenreaktion, welche das 
Bilirubin in einer Lésung von Chloroform unter Zusatz von 
Alkohol mit Diazobenzolsulfosiure gibt und die fiir das Bili- 
rubin allein charakteristisch ist, wihrend andere Abkémmlinge 


des Gallenfarbstoffes — Ehrlich nennt Biliverdin, Bilifuscin, 
Biliprasin und Urobilin — die Reaktion nicht geben. Eine 


nihere chemische Charakterisierung des bei dieser Reaktion 
entstehenden Farbstoffes versuchte Fr. Préscher?) 1900 in 
einer aus dem Ehrlichschen Institut erschienenen Arbeit. 
Préscher kuppelte Bilirubin in einer Chloroformlésung unter 
Zusatz von Alkohol bei stark salzsaurer Reaktion mit Diazo- 
acetophenon und gelangte durch Abtrennen des Chloroforms, 
das den gesamten Farbstoff mitnimmt, durch Wasser und Ab- 
dunsten des Chloroforms zu einem kristallinischen Produkt, 
das nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Chloroform ,nahe- 
zu analysenrein“ sein sollte. Die von Préscher gefundenen 
Analysenwerte — C = 66,17°/,, H = 5,77%, N = 12,44 % — 
wurden von ihm auf das Monazoderivat des Bilirubins gedeutet 
unter der Annahme einer Formel mit 16 Kohlenstoffen fiir 
das Bilirubin. Die Préscherschen Angaben erfuhren eine 





1) P. Ehrlich, Zentralbl. f. klin. Med. 1883, Bd. 45, S. 721. 
2) Fr. Proescher, Diese Zeitschr. Bd. 29, S. 411 (1900). 
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Erweiterung und Korrektur durch die eingehende Arbeit von 
Orndorf und Teeple’), welche feststellten, dafi bei der 
Diazoreaktion des Bilirubins zwei Farbstoffe entstehen, ein 
Monazo- und Disazofarbstoff, welche sich durch fraktioniertes 
Umkristallisieren trennen lieben. Bei ihren Untersuchungen 
gingen sie von dem Kupplungsprodukt des Bilirubins mit diazo- 
tiertem Tribromanilin aus, welches wegen der grofen Diffe- 
renzen im Halogengehalt der einzelnen Farbstoffe auch fiir die 
Bestimmung der Molekulargréfje des Bilirubins besonders ge- 
eignet erschien. Auf Grund der Halogenbestimmungen berech- 
neten sie fiir das Bilirubin eine Formel von 382 Kohlen- 
stoffen. Die experimentelle und rechnerische Nachpriifung der 
Préscherschen Resultate ergaben ihnen, dafi Préscher die 
Disazoverbindung in Hiinden hatte, wahrend ihm das in geringeren 
Mengen entstehende Monazoderivat entgangen war. 


Von klinischer Seite wurde die Ehrlichsche Reaktion von A. A. 
Hijmans van den Bergh*) zum Nachweis des Gallenfarbstoffes im 
Blute aufgegriffen und zu einer quantitativen kolorimetrischen Methode 
ausgebaut. Ohne uns auf die klinische Bedeutung der van den Bergh- 
schen Resultate einlassen zu wollen, méichten wir an dieser Stelle nur 
erwihnen, dafi die von ihm angegebenen Werte unter allen Umstinden 
zu hoch sind, wie wir uns durch gelegentliche Untersuchungen iiberzeugen 
konnten. In der ersten Fassung seiner Methode beniitzt van den Bergh 
als Testlisung eine gekuppelte Bilirubinlésung, welche durch Auflésen 
des Abdampfriickstandes einer chloroformigen Bilirubinlésung in 0,6°/, 
Bikarbonat haltigem 70°/, igem Alkohol hergestellt wurde. Dazu ist zu be- 
merken, dafi reines Bilirubin in Alkohol praktisch unléslich ist und daran 
auch der Zusatz von Bikarbonat nichts dindert. Es ist uns auch nie ge- 
gliickt, auBer einer partiellen Suspension eine vollkommene Lésung des 
Chloroformriickstandes in dem Alkohol zu erzielen, gleichgiiltig, ob das 
Chloroform auf dem Wasserbad verjagt oder freiwillig abdunsten gelassen 
wurde. Vergleiche mit einer Testlésung, welche durch Kupplung der 
Chloroformlésung in der entsprechenden Menge Alkohol hergestellt wurde, 
und mit einer nach der van den Berghschen Vorschrift erhaltenen alko- 
holischen Lésung ergaben Differenzen bis zu 66°/, zu ungunsten der van 





1) W. R. Orndorf und J. KE. Teeple, Salkowski- Festschrift. 
Berlin, Hirschwald 1904; ferner Americ. Chem. Journ. Bd. 33, Nr. 3, 
S. 215 (1905). 

2) A. A. Hijmans van den Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blut, 
Monographie, Leipzig 1918. 
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In Verfolgung seiner im Harn entdeckten Diazoreaktion 
beschrieb Ehrlich!) 1883 eine Farbenreaktion, welche das 
Bilirubin in einer Lésung von Chloroform unter Zusatz von 
Alkohol mit Diazobenzolsulfosiure gibt und die fiir das Bili- 
rubin allein charakteristisch ist, waihrend andere Abkémmlinge 


des Gallenfarbstoffes — Ehrlich nennt Biliverdin, Bilifuscin, 
Biliprasin und Urobilin — die Reaktion nicht geben. Eine 


nihere chemische Charakterisierung des bei dieser Reaktion 
entstehenden Farbstoffes versuchte Fr. Préscher?) 1900 in 
einer aus dem Khrlichschen Institut erschienenen Arbeit. 
Préscher kuppelte Bilirubin in einer Chloroformlésung unter 
Zusatz von Alkohol bei stark salzsaurer Reaktion mit Diazo- 
acetophenon und gelangte durch Abtrennen des: Chloroforms, 
das den gesamten Farbstoff mitnimmt, durch Wasser und Ab- 
dunsten des Chloroforms zu einem kristallinischen Produkt, 
das nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Chloroform ,nahe- 
zu analysenrein“ sein sollte. Die von Préscher gefundenen 
Analysenwerte — C = 66,17 °/,, H = 5,77%o, N = 12,44 % — 
wurden von ihm auf das Monazoderivat des Bilirubins gedeutet 
unter der Annahme einer Formel mit 16 Kohlenstoffen fiir 
das Bilirubin. Die Préscherschen Angaben erfuhren eine 





1) P. Ehrlich, Zentralbl. f. klin. Med. 1883, Bd. 45, S. 721. 
2) Fr. Proescher, Diese Zeitschr. Bd. 29, S. 411 (1900). 
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Erweiterung und Korrektur durch die eingehende Arbeit von 
Orndorf und Teeple'), welche feststellten, dafi bei der 
Diazoreaktion des Bilirubins zwei Farbstoffe entstehen, ein 
Monazo- und Disazofarbstoff, welche sich durch fraktioniertes 
Umkristallisieren trennen lieben. Bei ihren Untersuchungen 
gingen sie von dem Kupplungsprodukt des Bilirubins mit diazo- 
tiertem Tribromanilin aus, welches wegen der grofien Diffe- 
renzen im Halogengehalt der einzelnen Farbstoffe auch fiir die 
Bestimmung der Molekulargréfie des Bilirubins besonders ge- 
eignet erschien. Auf Grund der Halogenbestimmungen berech- 
neten sie fiir das Bilirubin eine Formel von 382 Kohlen- 
stoffen. Die experimentelle und rechnerische Nachpriifung der 
Préscherschen Resultate ergaben ihnen, dafi Préscher die 
Disazoverbindung in Hinden hatte, wihrend ihm das in geringeren 
Mengen entstehende Monazoderivat entgangen war. 


Von klinischer Seite wurde die EKhrlichsche Reaktion von A. A. 
Hijmans van den Bergh*) zum Nachweis des Gallenfarbstoffes im 
Blute aufgegriffen und zu einer quantitativen kolorimetrischen Methode 
ausgebaut. Ohne uns auf die klinische Bedeutung der van den Bergh- 
schen Resultate einlassen zu wollen, michten wir an dieser Stelle nur 
erwihnen, daf die von ihm angegebenen Werte. unter allen Umstianden 
zu hoch sind, wie wir uns durch gelegentliche Untersuchungen tiberzeugen 
konnten. In der ersten Fassung seiner Methode beniitzt van den Bergh 
als Testlésung eine gekuppelte Bilirubinlésung, welche durch Auflésen 
des Abdampfriickstandes einer chloroformigen Bilirubinlésung in 0,6°/, 
Bikarbonat haltigem 70°/, igem Alkohol hergestellt wurde. Dazu ist zu be- 
merken, dafi reines Bilirubin in Alkohol praktisch unléslich ist und daran 
auch der Zusatz von Bikarbonat nichts aindert. Es ist uns auch nie ge- 
gliickt, aufer einer partiellen Suspension eine vollkommene Lésung des 
Chloroformriickstandes in dem Alkohol zu erzielen, gleichgiiltig, ob das 
Chloroform auf dem Wasserbad verjagt oder freiwillig abdunsten gelassen 
wurde. Vergleiche mit einer Testlésung, welche durch Kupplung der 
Chloroformlésung in der entsprechenden Menge Alkohol hergestellt wurde, 
und mit einer nach der van den Berghschen Vorschrift erhaltenen alko- 
holischen Lésung ergaben Differenzen bis zu 66°/, zu ungunsten der van 





1) W. R. Orndorf und J. E. Teeple, Salkowski- Festschrift. 
Berlin, Hirschwald 1904; ferner Americ. Chem. Journ. Bd. 33, Nr. 3, 
S, 215 (1905). 

*) A. A. Hijmans van den Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blut, 
Monographie, Leipzig 1918. 
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den Berghschen Methode. Dazu kommt, dafi auch bei Verwendung der 
Chloroformlésung durchaus nicht das gauze Bilirubin gekuppelt wird, wie 
man sich durch Abscheiden des Chloroforms durch Wasser iiberzeugen 
kann. Auch ist es durchaus nicht gleichgiiltig, wann man die Ablesung 
macht, vielmehr wird das Maximum der Farbintensitit erst nach 10 Mi- 
nuten erreicht, um sich dann durch mehrere Stunden unverindert zu 
halten. Der Einwand, welcher gegen die urspriingliche Methode gemacht 
wurde, gilt in gleicher Weise fiir die atherische Ferrirhodanidlisung, 
welche van den Bergh jetzt als Testlésung angibt. Handelt es sich 
jedoch nur um Vergleichsuntersuchungen fiir klinische Zwecke, so soll 
die Brauchbarkeit der Methode nicht geleugnet werden, nur gibt sie keinen 
MaBstab fiir die absolute Menge des Bilirubins. Hier méchten wir noch 
erwahnen, dafi uns eine Lisung von 5 mg Bilirubin in 100 cm® Chloro- 
form, die wir Anfang Mai vorigen Jahres herstellten, mit einer Ende 
August bereiteten Lésung vollkommen iibereinstimmte und beide Lisungen 
auch jetzt — Ende Marz — im Dunkel und gut verschlossen aufbewahrt 
ihren ,Titer* nicht geindert haben. 


Das Studium dieser Farbstoffe bietet ein besonderes Inter- 
esse deshalb, weil in den bisherigen Untersuchungen nicht der 
Nachweis erbracht ist, ob es sich wirklich um Azofarbstoffe 
oder etwa nicht um Diazoaminoverbindungen handelt. Fiir 
die Konstitution des Bilirubins ist nun die Entscheidung iiber 
diesen Punkt von grober Wichtigkeit, weil im Falle des Vor- 
liegens von Azofarbstoffen der Nachweis erbracht ist, daf} im 
Bilirubin freie Methingruppen vorhanden sind, wahrend beim 
Vorliegen von Diazoaminoverbindungen keinerlei Entscheidung 
iiber diesen Punkt zu fallen ist. Nach den Untersuchungen 
von K. H. Meyer [Ber. 52, S. 1468] wire allerdings auch 
ein Kingreifen des Azorestes in der ungesittigten Seitenkette 
méglich. Eine Entscheidung iiber diesen Punkt wird sehr 
leicht zu bringen sein, indem Mesobilirubin sich dann bei der 
Kupplung wesentlich anders verhalten mufi, eine Untersuchung, 
die demniichst ausgefiihrt werden soll, ebenso die Kupplungs- 
bedingungen des Mesobilirubinogens. Vorlaufig wurde neuer- 
dings wieder das Studium der Azofarbstoffe des Bilirubins auf- 
genommen. Es gelang sehr bald, die Farbstoffe mit Diazo- 
benzolsulfosiure als Baryumsalz kristallisiert abzuscheiden. Da 
jedoch die Reinigung und Trennung auf Schwierigkeiten stiefi, 


so wurden die Farbstoffe mit Diazobenzolchlorid dargestellt 
und untersucht. 
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In Bestitigung der Angaben der amerikanischen Autoren 
wurde auch hier das Auftreten von zwei Farbstoffen neben- 
einander beobachtet. Niheres im experimentellen Teil. Nach 
den Analysen unterliegt es keinem Zweifel, daf nebeneinander 
ein Monazo- und Disazofarbstoff entsteht, jedoch ist es noch 
nicht gelungen, den Monazofarbstoff von dem rein dargestellten 
Disazoprodukt vollkommen zu trennen. Weitere Diazoverbin- 
dungen, insbesondere solche mit noch stairkerem Kupplungs- 
vermégen wie Dichlordiazobenzolchlorid und andere, sollen auf 
ihr Verhalten gegen Bilirubin noch untersucht werden. 

Von besonderem Interesse scheint es uns, dai das Bili- 
rubin durch den Eintritt eines bzw. zweier Azoreste die Fahig- 
keit zur Bildung von komplexen Salzen erlangt hat. Diese 
Beobachtung erscheint uns deshalb interessant, weil damit ein 
weiterer Hinweis auf verwandtschaftliche Beziehungen zwischen 
Blut- und Gallenfarbstoff gegeben ist. Bilirubin und seine Deri- 
vate unterscheiden sich ja prinzipiell vom Blutfarbstoff und 
seinen Derivaten dadurch, daf} sie nicht imstande sind, mit 
Metallen Komplexsalze zu bilden. Diese Higenschaft scheint 
mit der Basizitit bzw. Aziditit des zugrunde liegenden Pyrrol- 
geriistes zusammenzuhingen, insofern als von Blutfarbstoffen 
auch dem stirker sauren Himatoporphyrin im Gegensatz zum 
Mesoporphyrin die Fahigkeit zur Komplexsalzbildung abgeht. 
Ob Himatoporphyrinester imstande sind, Komplexsalze zu 
bilden, ware noch zu untersuchen. Ahnlich liegen offenbar 
die Verhialtnisse beim Bilirubin. Durch den Eintritt des Azo- 
restes sind anscheinend die Verhiltnisse des Bilirubins so ver- 
andert, dafi nunmehr der Boden zur Komplexsalzbildung vor- 
bereitet ist. 

Die Reduktion der Azofarbstoffe gelingt leicht mit Hilfe 
von Natriumhydrosulfit (Na,$,0,). Die Untersuchung der 
Reaktionsprodukte konnte jedoch durch die Ubersiedlung des 
einen von uns nach Miinchen nicht mehr abgeschlossen werden. 
Dies ist auch der Grund, weshalb die Veréffentlichung dieser 
noch nicht abgeschlossenen Arbeit schon jetzt erfolgt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXY. 7 
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Experimenteller Teil. 
1. Versuche mit Diazobenzolsulfosiure. 


In dieser Versuchsreihe wurde je 0,1 g reines Bilirubin 
mit 0,2 g frisch dargestellter Diazobenzolsulfosiure gekuppelt. 
Das Bilirubin wurde in 100 cm® Chloroform unter Erwirmen 
auf dem Wasserbad gelést, vom etwa Ungeldsten filtriert und 
nach Zusatz von 250 cm® Alkohol mit der in der entsprechenden 
Menge destillierten Wassers gelésten Diazobenzolsulfosiure 
gekuppelt. Ein Teil dieser Versuche wurde bei stark saurer 
Reaktion — Zusatz von 10 cm? 25 °/oiger Salzsiure bzw. 30 cm’ 
10°/,igem Salzsiurealkohol — durchgefihrt, ein Teil bei neu- 
traler Reaktion. Der Zusatz der Diazobenzolsulfosiure er- 
folgte portionenweise unter standigem Schiitteln, nach Be- 
endigung des Zusatzes wurde noch lingere Zeit, bis zu einer 
Stunde, kriaftig geschiittelt, um die Reaktion méglichst voll- 
stindig zu gestalten. Zur Abscheidung des Farbstoffes wurde 
die alkoholische Lésung mit reichlich Wasser versetzt. Dabei 
gelang es jedoch nicht, den ganzen Farbstoff, der in saurer 
Lésung blau-violett, in neutraler purpurrot ist, mit dem Chloro- 
form zur Abscheidung zu bringen, vielmehr blieb ein grofier 
Teil des Farbstoffes in der wafrigen Lésung zuriick, aus der 
er erst durch reichlich Chloroform oder Amylalkohol heraus- 
geholt werden konnte. Zur Entfernung nicht verbrauchter 
Diazobenzolsulfosiure wurde das Chloroform mehrmals mit 
Wasser geschiittelt, wobei bei den Ansétzen in saurer Lésung 
die anfangs blauviolette Farbe in Purpurrot umschligt. Aus 
dem Chloroform laft sich der Farbstoff mit Leichtigkeit durch 
verdiinntes Bikarbonat — 0,5 g auf 20 cm* Wasser — heraus- 
holen. Dabei zeigt sich, daB, namentlich bei der Kupplung in 
stark saurer Reaktion, ein Teil des Bilirubins ungekuppelt in 
dem Chloroform zuriickbleibt. Aus der Bikarbonatlésung fallt 
der Farbstoff nach Zusatz von einigen Tropfen Salzsiure in 
feinsten Flocken aus, noch besser gelingt die Ausfallung nach 
vorsichtiger Neutralisation durch Kochsalz. Ungekuppeltes 
Bilirubin lieB sich in dieser Fallung nicht nachweisen. In 
spiiteren Versuchen wurde die Abscheidung des Chloroforms 
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durch Wasser vermieden und Chloroform und Alkohol durch 
Destillation im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur entfernt. 
Die Ausfillung des Farbstoffes war analog wie in den ersten 
Versuchen. Der gefallte Farbstoff wurde durch gehirtete 
Filter abgesaugt, kurz mit Wasser nachgewaschen — dabei 
geht reichlich Farbstoff in Lésung — und im Vakuum ge- 
trocknet. Der freie Farbstoff zeigt griin-rote Fluoreszenz, ist 
in Wasser leicht léslich, in verdiinnter Essigsaéure unldslich. 
In Alkohol, Amylalkohol mit roter Farbe léslich, aus Alkohol 
durch Essigester in feinen amorphen Flocken fallbar. In 
Pyridin sehr leicht mit roter Farbe léslich, durch Petrol- 
ither daraus in amorphen Flocken fallbar. Spektroskopisch 
zeigt er eine gleichmafige Absorption vom Griin angefangen. 
Versetzt man die wafrige Lésung mit einigen Tropfen kon- 
zentrierter Salzsiure, so schligt die Farbe in Blauviolett 
um. Weiterer Zusatz von Siure fallt den Farbstoff in amor- 
phen, schmierigen Flocken. Es gelang nicht, bei Versuchen 
mit kleinen Mengen den Farbstoff aus einem der Lésungs- 
mittel einwandfrei kristallisiert zu erhalten. Dagegen ge- 
lingt es leicht, aus der wafirigen Lésung nach Zusatz von 
einem Tropfen Ammoniak und Chlorbaryum das Baryumsalz 
des Farbstoffes in schénen mikroskopischen Nadeln zur Ab- 
scheidung zu bringen. Die Analyse eines so erhaltenen Pro- 
duktes hatte folgende Ergebnisse: 


1,355 mg Substanz geben 0,113 cm N, 20°, 750 mm Hg, entspr. 9,59°/, N, 
4,625 mg Substanz geben 2,106 mg Ba SO,, entspr. 26,79°/, Ba. 


Das Analysenresultat ist am ehesten in Einklang zu bringen 
mitdem Baryumsalz einer Disazoverbindung mit einem Baryumsalz 
des Bilirubins, jedoch betragt auch hier die Differenz im Baryum 
iiber 3°/, Versuche, durch Fraktionieren eine Trennung und 
Reinigung der Farbstoffe zu erzielen, stieBen jedoch auf Schwie- 
rigkeiten, so dafi wir die Untersuchungen hier abbrachen, zu- 
mal das Diazobenzolchlorid sich als viel geeigneter erwies. 


In einer Anzahl von Versuchen wurde auch versucht, um das Chloro- 
form zu umgehen, eine Kupplung mit einer Lésung von Bilirubin in 1/10- 
Normalnatronlauge und in Ammoniak [waBrige bzw. alkoholische Lisung] 
zu erzielen. Die Kupplung der Bilirubinlésung in Natronlauge — 0,1 2 
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Bilirubin in 20 cm® 1/10-Normallauge — gelingt bei Zusatz von Alkohol 
nach lingerem Schiitteln, der Farbstoff 146t sich durch Ansiuern mit Salz- 
siure und Versetzen mit Kochsalz leicht ausfallen, ist jedoch noch reich- 
lich mit ungekuppeltem Bilirubin verunreinigt. Ebenso gelingt die Kupp- 
lung einer alkoholisch-ammoniakalischen Bilirubinlésung unter Zusatz von 
Salzsdurealkohol glatt. 0,1 g Bilirubin wurden in 20 cm® 95°/,igem Alkohol 
suspendiert und in diese Suspension unter Kiihlung trockenes Ammoniak 
eingeleitet. Anfangs erfolgt scheinbar keine Spur von Lésung, nach 
lingerem Kinleiten tritt plétzlich Lésung ein, die auch bei Zusatz von 
iiberschiissigem Alkvhol bestehen bleibt. Die ammoniakalische Bilirubin- 
lésung wurde allmihlich einer mit 60 cm® 10°/, igem Salzsiurealkohol ver- 
setzten Lisung von Diazobenzolsulfosiure zugesetzt. Es tritt momentane 
Kupplung mit tief blaugriiner Farbe auf, beim Einengen der Lisung im 
Vakuum bei Zimmertemperatur fallt der Farbstoff nach Entfernung von 
ungefahr der Halfte des Lésungsmittels in feinen Flocken aus und kann 
durch Kochsalz fast quantitativ abgeschieden werden. Ebenso gelingt die 
Kupplung der alkoholisch-ammoniakalischen Bilirubinlésung ohne Saure- 
zusatz, doch entgeht hier wegen der gleichzeitigen Zersetzung der Diazo- 
benzolsulfosiure ein grofier Teil des Bilirubins der Kupplung. Ein 
Versuch, das Bilirubin in waBriger ammoniakalischer Lésung zu kuppeln 
— zur Lisung des Bilirubins ist viel Ammoniak erforderlich — ergab 
unter reichlicher Stickstoffentwicklung einen Farbenumschlag in ein tiefes 
Braunrot, das in starkerer Verdiinnung an eine alkualische Bilirubinlésung 
erinnerte. Auf Zusatz von Siéure fallt jedoch kein Bilirubin aus, auch 
durch Chloroform lift sich unverandertes Bilirubin nicht extrahieren. 
Der fiir die Azofarbstoffe charakteristische Farbenumschlag auf Saurezusatz 
bleibt aus. Eine weitere Untersuchung des Reaktionsproduktes, das sich 
nach Eindampfen der Lésung im Vakuum und Aufnahme in Alkohol durch 
Baryumchlorid in braunen amorphen Flocken fillen lie, ist nicht erfolgt. 


2. Versuche mit Diazobenzolchlorid. 


In dieser Reihe wurden 0,1 g, spiter 0,5 g Bilirubin 
nach Lésen in Chloroform und Zusatz der entsprechenden 
Menge Alkohol mit der zwei- bis achtfach molaren Menge 
einer frisch in der iiblichen Weise hergestellten Lésung von 
Diazobenzolchlorid gekuppelt. Der Zusatz der Diazolésung er- 
folgte tropfenweise unter Kiihlung, welche durch Eintragen 
von Kisstiickchen in die Fliissigkeit unterstiitzt wurde. Die 
Kupplung erfolgt momentan unter Umschlag der Farbe in ein 
tiefes Purpurrot. Das Chloroform, welches den ganzen Farb- 
stoff mitnimmt, wurde durch Wasser abgeschieden und wieder- 
nolt gewaschen. Nur in den ersten Waschwissern lief} sich 
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unverandertes Diazobenzolchlorid mit R-Salz nachweisen. Die 
anfangs farblosen Ausschiittlungen nehmen, offenbar durch Ent- 
ziehung des Alkohols aus dem Chloroform, eine mehr oder weniger 
intensive Gelbfarbung an, die auf ungekuppeltes Bilirubin zuriick- 
zufiihren ist, gleichzeitig fallt ein Teil der Farbstoffe in braun- 
roten, amorphen Flocken aus. Anfangs wurde versucht, die 
Farbstoffe durch fraktioniertes Kristallisieren aus Ather und 
Chloroform zu isolieren, da jedoch so nur eine unvollkommene 
Trennung gelang und stets ungekuppeltes Bilirubin nachweisbar 
war, wurde folgender Weg mit Erfolg beschritten. Das wieder- 
holt gewaschene Chloroform wurde im Vakuum bei gewoéhn- 
licher Temperatur abdestilliert, der kristallinische Riickstand 
in 15—20 cm? 95°/, igem Alkohol — bei einem Ansatz von 0,5 g 
Bilirubin — kochend gelést und die alkoholische Lésung még- 
lichst warm filtriert. Dabei bleibt das ungekuppelte Bilirubin 
zum Teil an der Wand des Kolbens, zum Teil auf dem Filter 
zuriick. Beim Erkalten, noch rascher beim Einstellen in Eis, 
kristallisiert bereits reichlich Farbstoff aus. Nach einigen 
Stunden Stehen in Eis wurde von der ersten Kristallisation 
abgesaugt. Die Ausbeute betrug bei einem Ansatz von 0,5 g 
Bilirubin 0,25 bis 0,34 g. Aus der Mutterlauge kristallisiert 
beim Stehen iiber Nacht ein weiterer betrachtlicher Teil des 
Farbstoffgemisches aus. Kine Analyse des so erhaltenen Roh- 
produktes ergab: 

2,705 mg Substanz geben 0,307 cm® N, 19°, 760 mm Hg = 13,27°/, N, 
ein Wert, der auf das Vorhandensein von zwei Farbstoffen, 
eines Monazo- und Disazoproduktes hinwies. Zur Trennung 
und Isolierung der beiden Farbstoffe wurde die erste Kristalli- 
sation fraktioniert mit je 5 cm® Alkohol unter Erwarmen aus- 
gezogen. Dabei zeigte sich, daf} sich die Farbstoffe durch ihre 
verschiedene Léslichkeit in Alkohol — das Monazoderivat ist 
leicht léslich, das Disazo schwer und erst nach lingerem Kochen 
— trennen lassen. Nach wiederholtem Fraktionieren gelang 
es, den Disazofarbstoff rein zu erhalten, der Monazofarbstoff 
gab jedoch keine vollkommen stimmenden Werte. 


Monazoprodukt: a) 6,525 mg Substanz geben 0,723 cm® N, 21°, 761 mm Hg. 
b) 7,42 mg Substanz geben 0,814 cm? N, 21°, 755 mm Hg. 
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Berechnet fiir (C,,H,,N,0,[N,C,H;] 12,21°/, N. 

Gefunden: Farbstoff a) 12,8°, °/, N, Farbstoff b) 12,65°/, N. 

Disazofarbstoff: a) 3,74 mg geben 0,441 cm® N, 19°, 758 mm Hg. 
b) 3,35 mg geben 0,418 cm® N, 22°, 757 mm Hg. 

Berechnet fiir C,,H,,N,O, (C,H; Nz]. 14,14°/, N. 

Gefunden: Farbstoff a) 13,97°/, N, Farbstoff b) 14,38°/, N. 

Aus Chloroform kristallisiert stellt das Farbstoffgemisch 
eine mikroskopisch anscheinend einheitliche Masse von schlanken 
geraden Prismen dar, welche bei langsamem Eindunsten des Lé- 
sungsmittels in prachtvollen makroskopischen Biischeln er- 
scheinen. Durch Petrolither werden die Farbstoffe aus Chloro- 
form nach langerem Stehen kristallisiert gefiallt. Die Kristalli- 
sation aus Ather ist der aus Chloroform gleich. Aus Alkohol 
kristallisiert der Monazofarbstoff in kleinen braunroten Prismen, 
der Disazofarbstoff monoklin, ist makroskopisch tief schwarz- 
rot mit deutlichem, an Fuchsin erinnernden Metallglanz. Unter 
dem Mikroskop erscheinen die Kristalle im durchfallenden 
Licht tief dunkelrot, im auffallenden Licht fast schwarz. Ein 
Schmelzen wurde bei Temperaturen bis 280° nicht beobachtet. 
In Wasser sind die Farbstoffe unliéslich, aus Alkohol werden 
sie durch reichlich Wasser in amorphen violetten Flocken ge- 
fallt, die sich durch Chloroform nur schwer aufnehmen lassen. 
In verdiinnten Sauren sind die Farbstoffe unléslich, mit kon- 
zentrierter Salzsiiure oder Schwefelsiure geben sie blauviolette 
Lésungen. In Kisessig gehen sie leicht mit roter Farbe in 
Lésung. In Pyridin lésen sie sich mit braunroter Farbe, durch 
Hisessig sind sie daraus nicht fallbar. In Lauge von stirkerer 
Konzentration sind sie unléslich, in verdiinnter Lauge spielend 
léslich mit rotvioletter Farbe. In Ammoniak sehr leicht lés- 
lich, der Monazofarbstoff in braunroter Farbe, das Disazo- 
produkt in schénem Violett. Spektroskopisch zeigt die neu- 
trale Lésung in Alkohol nur eine vom Griin beginnende gleich- 
mifiige Verdunkelung ohne ausgesprochenen Absorptionsstreifen. 


3. Darstellung der Kupferverbindungen der Farb- 
stoffe mit Diazobenzolchlorid. 


0,2 g der ersten Farbstoffkristallisation aus Alkohol wer- 
den in wenigen cm’ KHisessig unter Erwirmen gelést und 
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mit einer kochend bereiteten Lisung von 0,1 g reinem Kupfer- 
azetat in Kisessig versetzt. Es tritt augenblicklicher Farben- 
umschlag von Rot in Violett ein, das bei kurzem Kochen in 
ein ausgesprochenes Blauviolett iibergeht. Durch reichlich 
Wasser werden die Farbstoffsalze in feinsten Flocken gefallt, 
durch Zusatz einiger Tropfen Sodalésung wird die Fallung 
vollstiindig und lafit sich durch ein gehirtetes Filter leicht 
absaugen. Der Niederschlag wird auf dem Filter bis zur Frei- 
heit von Essigsiure gewaschen und stellt nach dem Trocknen 
ein blauviolettes Pulver dar. Extrahiert man den Niederschlag 
mit Chloroform, so geht zunichst eine rotviolette Fraktion 
in Lésung. Unterbricht man hier die Extraktion und be- 
handelt weiter mit frischem. Chloroform, so erhalt man eine 
blauviolette Fraktion. Eine neuerliche Extraktion mit Chloro- 
form ergibt eine rein blaue Lésung, welche spektroskopisch 
ein breites, unscharf begrenztes Absorptionsband im Gelb und 
Griin zeigt. Die violette Fraktion zeigt eine gleichmafige 
Verdunkelung des Spektrums vom Gelb angefangen. Nach 
dem Kinengen kristallisiert das Farbstoffsalz der ersten rot- 
violetten Fraktion aus Chloroform in kleinen drusigen Warzchen, 
die aus langlichen Prismen bestehen. Die Kristallisation der blauen 
Fraktion zeigt mehr oder weniger schén ausgebildete Rhom- 
boeder. Neben diesen in Chloroform léslichen Anteilen wurde 
noch eine in Chloroform unlésliche betrichtliche Menge eines 
Farbstoffes erhalten, der sich frisch in Pyridin mit einer dunkel- 
olivgriinen Farbe léste. Nach dem Trocknen und Stehen von 
einigen Tagen verschwindet diese Pyridinlésbarkeit vollkommen. 
Aus Pyridin fallt diese Fraktion mit Ather oder Petrolither 
in dunkelgriinen Flocken, ein geringer Teil bleibt mit blau- 
griiner Farbe in Lésung. Auf Zusatz von Eisessig schligt die 
Farbe der Pyridinlésung in ein schmutziges Braunrot um, durch 
Wasser und einige Tropfen Sodalésung wird eine unvollkom- 
mene Fallung bewirkt. Eine Kristallisation dieses Anteils 
konnte bis jetzt nicht erhalten werden. Bei den kristalli- 
sierten Produkten handelt es sich offenbar um zwei Farbstoffe, 
doch ist es nach den zahlreichen Analysen zweifelhaft, ob eine 
vollkommene Trennung erzielt worden ist. Bei der Total- 








